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RÉSUMÉ 
Le  tissu osseux est constamment renouvelé grâce au  travail coopératif des  cellules 
osseuses : les ostéoblastes qui forment l'os et les ostéoclastes qui le  résorbent. Tout 
déséquilibre  au  niveau  du  remodelage  osseux  provoque  plusieurs  maladies 
notamment  l'ostéoporose,  caractérisée  par  la  détérioration  de  la  masse  osseuse 
rendant l'os  susceptible aux fractures. Certaines  études ont révélé que des  facteurs 
associés au développement de l'athérosclérose participent aussi au développement de 
l'ostéoporose. Les buts de l'étude étaient d'établir l'implication du calcium dans les 
voies de  signalisation de  la lysophosphatidylcholine (lysoPC), une des composantes 
des  lipoprotéines  de  faible  densité  (LDL)  oxydées  et  un  facteur  de  risque  de 
l'athérosclérose,  et  de  déterminer  les  effets  du  lysoPC  sur  les  fonctions 
ostéoblastiques des cellules MG-63 et des cellules MC3T3. Des mesures de calcium 
intracellulaire en microscopie confocale ont montré qu'à partir d'une concentration de 
201-LM,  la lysoPC induit une mobilisation du calcium des réserves cytoplasmiques et 
un influx calcique de l'extérieur vers l'intérieur de la cellule.  La mobilisation était 
absente lorsque les réserves du réticulum endoplasmique (RE) ont été épuisées par la 
Thapsigargine, indiquant que la mobilisation provient du calcium libéré du RE.  De 
plus, l'inhibiteur de la phospholipase C (PLC), l'U73122, a bloqué la mobilisation, 
suggérant que  la  lysoPC  stimule  la PLC  qui  entraîne par la  suite  la  libération  du 
calcium du RE. Par ailleurs, l'influx calcique, d'origine extracellulaire, induit par la 
lysoPC  a  été bloqué par le  rouge  de  ruthénium  (RR).  Ce  dernier résultat suggère 
l'implication  des  canaux  calciques  de  la  famille  «vallinoid  transient  receptor 
potential»  (TRPV).  L'expression  protéique  de  TRPV2  et  TRPV4  a  été  mise  en 
évidence par des essais d'immunolocalisation qui ont révélé leur présence au niveau 
des  membranes plasmiques.  Lors d'études portant sur l'effet de  la lysoPC  sur les 
fonctions  cellulaires, des essais de  viabilité cellulaire ont démontré que  la lysoPC 
causait une mortalité des ostéoblastes, avec une LC50 de 201-LM. La pré-incubation des 
cellules  en présence  de  RR a montré  une  protection partielle mettant en évidence 
l'implication des canaux TRPV. Par la suite, des mesures d'apoptose ont montré une 
augmentation significative de l'apoptose à partir de  151-LM de la lysoPC. La présence 
de  RR dans  le  milieu  d'incubation permettait  de  réduire  l'apoptose induite  par la 
lysoPC.  Aussi,  la  présence  de  tranilast  comme  inhibiteur  des  canaux  TRPV2 
permettait de réduire la cytotoxicité induite par la lysoPC.  D'autre côté, des mesures 
de la stimulation de la production d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) ont indiqué 
qu'une  incubation des cellules avec la lysoPC  stimule la production de  ROS, dont 
l'augmentation est significative à partir de  201-LM.  Toutefois, l'ajout de l'antioxydant 
N-actélcystéine  (NAC)  au  milieu  d'incubation  n'a pas  influencé  la  cytotoxicité 
induite  par  la  lysoPC.  Par  ailleurs,  nos  expériences  ont  indiqué  que  la  lysoPC 
n'influence  pas  la  migration  cellulaire,  ni  la  différenciation  des  cellules 
ostéoblastiques. Ces résultats indiquent que la lysoPC est à même d'altérer la viabilité 
des ostéoblastes et ainsi favoriser le développement de l'ostéoporose. 
Mots-clés : lysoPC, ostéoblastes,mobilisation et influx calcique, toxicité, apoptose. 1.  PROBLÉMATIQUE 
L'ostéoporose est caractérisée par une masse osseuse réduite et une architecture de 
l'os détériorée  présentant  une  grande  susceptibilité  aux  fractures.  Divers  facteurs 
peuvent  favoriser  l'ostéoporose  parmi  lesquels  l'âge,  la  ménopause,  l'hérédité, 
l'alimentation et le  tabagisme. Après l'atteinte d'un maximum de capital osseux, le 
maintien de la masse osseuse est établi par un équilibre du remodelage qui est assuré 
par la résorption  de  l'os ancien  par  les  ostéoclastes  suivie  par la formation  d'un 
nouveau tissu osseux grâce aux fonctions des ostéoblastes 
En  plus  de  synthétiser  la  matrice  extracellulaire  osseuse,  participant  ainsi  à 
l'ostéogenèse,  les  ostéoblastes  ont  aussi  un  rôle  essentiel  dans  la  régulation  de 
l'ostéolyse  par  les  ostéoclastes.  Ainsi,  la  migration,  la  prolifération  et  la 
différenciation des cellules ostéoblastiques, en plus de la synthèse et la minéralisation 
de  la matrice  osseuse  par  ces  cellules  assurent  le  maintien  d'une masse  osseuse 
adéquate. Tous changements au niveau de ces fonctions ostéoblastiques sont à même 
d'affecter l'équilibre du  métabolisme  osseux  et de  favoriser  le  développement  de 
l'ostéoporose.  En plus des facteurs  de  risque mentionnés précédemment,  il  semble 
que  les  lipides  et  les  lipoprotéines  de  faible  densité  oxydées,  des  facteurs 
généralement  associés  au  développement  de  l'athérosclérose,  participent  au 
développement  de  l'ostéoporose  en  altérant  le  processus  de  formation  osseuse. 
L'athérosclérose se développe dans la couche intima des artères. Suite à une lésion ou 
à une infiltration des esters de cholestérol dans  ce revêtement, les dépôts lipidiques 
vont  former  des  plaques  et  provoquer  un  épaississement  au  niveau  des  artères 
réduisant ainsi 1' écoulement sanguin et menant même à leur rupture occasionnée par 
la formation d'un thrombus (caillot sanguin). 
Parmi  les  facteurs  de  risque  de  l'athérosclérose,  on  retrouve  le  taux  élevé  du 
cholestérol sanguin associé aux LDL.  De plus la présence de  LDL modifiés,  entre 
- -2 
autres par l'oxydation, provoque le développement d'athérome au niveau des artères. 
Puisque les conditions athérogéniques et les LDL oxydées ont été identifiées comme 
des facteurs associés au développement de l'ostéoporose, il est nécessaire d'effectuer 
des études expérimentales sur différentes lignées ostéoblastiques afin de vérifier et 
d'élucider les mécanismes par lesquels les LDL oxydés altèrent les fonctions  et la 
différenciation des cellules ostéoblastiques. 
La lysophosphatidylcholine (lysoPC) est une des composantes des LDL oxydés et un 
facteur de risque de l'athérosclérose. Des études ont révélé que la lysoPC se lie à un 
récepteur transmembranaire couplé à une protéine G qui active une phospholipase C. 
Suite à l'hydrolyse du phosphatidylinositol bisphosphate par la phospholipase C,  la 
cascade de signalisation qui est enclenchée mènera à 1' activation de protéines kinases, 
modulant  ainsi  plusieurs  fonctions  cellulaires.  Divers  études  ont  rapporté  que  la 
lysoPC active des canaux ioniques de la famille «transient receptor potential» (TRP), 
tels TRPV2, TRPC5 et TRPC6, et modulent ainsi la migration des cellules de prostate 
cancéreuses et des cellules endothéliales. 
Les  canaux TRP représentent une grande famille  de  canaux ioniques répartie en 7 
sous-familles selon les homologies de leurs séquences en acides aminés. Ils jouent un 
rôle important dans la détection  de l'information extracellulaire et sont perméables 
aux  cations  tel  le  calcium.  Parmi ceux-ci,  les  canaux  «transient receptor potential 
vallinoid» (TRPV) forment une sous-famille de six membres: TRPVl à TRPV6. 
Comme le rôle des ostéoblastes est primordial dans le remaniement du tissu osseux, 
le but de  cette étude était de déterminer les  effets de la lysoPC sur la viabilité, la 
prolifération,  la  migration  et  la  différenciation  des  ostéoblastes,  ainsi  que  de 
déterminer  l'importance  du  calcium  dans  la  voie  de  signalisation  induite  par  la 
lysoPC.  Ce  projet visait ainsi  à clarifier les mécanismes d'action de la lysoPC, un 
facteur  athérogène,  sur  le  tissu  osseux  et  servir  à  des  études  ultérieures  pour 
documenter davantage le lien entre 1' athérosclérose et 1' ostéoporose. 3 
2.  ETATS DES CONNAISSANCES 
2.1  Le tissu osseux 
Le squelette humain est constitué de plus de 200 os correspondant à 20% de la masse 
corporelle.  Il  possède plusieurs fonctions mécaniques.  Il  est le  support du corps, le 
lieu d'attachement des  muscles  et des  tendons  assurant  ainsi  le  mouvement.  Il  est 
important  pour  la  survie  durant  l'évolution,  et  assure  une  protection  des  organes 
internes.  En  plus,  il  possède  des  fonctions  d'homéostasie  dont  le  maintien  de 
l'équilibre  et  de  la  distribution  selon  les  besoins  de  certains  minéraux  comme  le 
calcium. Il assure aussi des fonctions hématopoïétiques grâce à la moelle osseuse en 
fournissant  des  lignées  cellulaires  sanguines  et  en  étant  l'endroit  de  résidence  de 
plusieurs  cellules  souches  pluripotentes  dotées  du  pouvoir  de  différenciation  en 
différents types cellulaires comme des adipocytes ou des chondrocytes (Mackiewicz 
et al., 2011 ). 
2.1.1  La matrice osseuse 
C'est une matrice extracellulaire caractéristique du tissu osseux formée d'une partie 
organique  et  d'une  partie  minérale.  En  effet,  ce  sont  les  ostéoblastes  qui  vont 
participer activement à la formation de  la matrice osseuse (l'ostéoïde) en produisant 
des protéines essentielles pour sa formation et vont assurer la minéralisation osseuse. 
L'ostéoïde est constitué de fibrilles de collagène de type I assurant une rigidité à l'os; 
on y trouve aussi des  glycoprotéines et des ions inorganiques. Elle contient diverses 
protéines  non  collagéneuses  telles  la  sialoprotéine  pouvant  se  lier  aux  différents 
constituants  de  la  matrice,  1' ostéocalcine,  la  thrombospondine  qui  assure 
l'attachement des cellules à la matrice osseuse, l'ostéopontine et l'ostéonectine qui 
sont des  glycoprotéines  adhésives  retrouvées  dans  la  matrice  osseuse  minéralisée 
(Pivodova et al., 2011 ). De plus, plusieurs produits comme des facteurs de croissance 
et des cytokines, sécrétés par les ostéoblastes, sont entreposés dans la matrice osseuse 4 
et vont jouer, une fois  libérés  lors  de  la résorption, un rôle  dans  la régulation du 
remodelage  osseux.  La  minéralisation  de  la matrice  osseuse  débute  suite  à  une 
augmentation des  concentrations locales d'ions de  calcium et de  phosphate et ceci 
grâce à la liaison de  l'ostéocalcine avec les ions de  calcium extracellulaires et à des 
vésicules matricielles, produites par les ostéoblastes, riches en calcium, en phosphate 
et  en  pyrophosphatases.  Il  y  aura  alors  la  formation  de  dépôts  de  phosphate  de 
calcium  sous  forme  de  cristaux  d'hydroxyapatite  (Ca10(P04)6(0H)2)  arrangés  en 
position parallèle  avec  les  fibres  de  collagène  conférant  une  résistance  maximale 
contre les forces compressives (Ganss et al., 1  999). 
2.1.2 Les cellules osseuses 
Le  tissu  osseux  est  dynamique et vivant,  en perpétuel  renouvellement  grâce  à  un 
travail coopératif entre ses cellules constitutives: les cellules ostéoprogénitrices et les 
ostéoblastes  qui  synthétisent  le  nouveau  tissu  osseux  alors  que  les  ostéoclastes 
résorbent l'ancien tissu osseux (Figure 2.1). 
Mesenchymal cell 
Osteoclast  Bone lining cells 
.  ) 
Osteocytes 
Figure 2.1.  Les cellules osseuses.  Les  cellules  ostéogéniques  d'origine  mésenchymateuse  vont  se 
différencier  en ostéoblastes,  cellules  formatrices de  l'os; ces  dernières, en s'entourant  de  matrice 
osseuse, vont  se  transformer  en  ostéocytes, cellules  maintenant  l'homéostasie  du  tissu  osseux.  Les 
ostéoclastes,  provenant  des  cellules  souches  hématopoïétiques  de  type  monocyte,  participent  à 
l'ostéolyse. Les cellules bordantes sont des ostéoblastes en repos. Tirée de www.roche.com. 5 
2.1.3 Les cellules ostéoprogénitrices 
Les cellules ostéoprogénitrices sont des cellules souches capables de se diviser et de 
se  différencier  en  adipocytes, chondrocytes,  myocytes  (Lian  &  Stein,  1992),  mais 
surtout en cellules pré-ostéoblastiques. Ceci est sous l'effet de Runx 2, un facteur de 
transcription essentiel  dans la formation osseuse  et la différenciation ostéoblastique 
qui  lie  l'élément spécifique de  l'ostéoblaste 2 (OSE2) présent dans le promoteur du 
gène de  l'ostéocalcine (Fujita et al., 2004; Nishimura et al.,  2012) et des protéines 
morphogénétiques osseuses (BMP), surtout BMP 2 et BMP 4.  Ils sont des facteurs de 
croissance qui  induisent la formation osseuse et la différenciation des  ostéoblastes 
(Canalis et al., 2003; Sykaras & Opperman, 2003). 
2.1.4Les ostéoblastes 
Les  ostéoblastes sont des  cellules mononucléées qui  assurent la formation  du tissu 
osseux.  Ils jouent un rôle important dans  la synthèse de  la matrice,  le  remodelage 
osseux  et  dans  le  maintien  de  l'architecture  squelettique  (Sykaras  &  Opperman, 
2003).  La  différenciation  des  ostéoblastes  est  principalement  régulée  par  la  voie 
«wingless-integration site» (Wnt) (Figure 2.2). 
La Wnt, une glycoprotéine sécrétée qui  est importante pour le développement et le 
renouvellement  de  nombreux  tissus  comme  le  tissu  osseux,  active  chez  les 
ostéoblastes une voie de  signalisation canonique agissant sur la protéine p-caténine, 
en  augmentant  son  accumulation  dans  le  cytosol.  Le  Wnt  se  lie  aux  récepteurs 
«frizzled»  (fzd)  et  LRPS/6,  « LDL  receptor-related  proteins  5  and  6  ».  Ceci  va 
augmenter  le  niveau  de  P-caténine  qui  va  agir  comme  facteur  de  transcription 
régulant ainsi la différenciation des ostéoblastes assurant ainsi une formation du tissu 
osseux au niveau des sites de résorption (Caetano-Lopes et al., 2007). 6 
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Figure 2.2. La voie de signalisation activée par Wnt. Le Wnt active chez les ostéoblastes  une  voie 
de  signalisation canonique agissant sur la protéine  P-caténine en se liant aux récepteurs fzd et LRP5/6 
et interagissant avec le facteur des cellules T (TCF) pour stimuler l'expression des gènes cibles. Tirée 
de http://clincancerres aacrjournals.org/content/13/16/4660/F2.expansion. 
Sous  l'effet  d'astérix  (Figure  2.3),  un  facteur  de  transcription  essentiel  pour 
l'ostéoblastogenèse,  les  cellules  pré-ostéoblastiques  vont  devenir  des  cellules 
ostéoblastiques matures. Riches en organites cellulaires, elles synthétisent la matrice 
organique et participent à sa minéralisation (Datta et al., 2008). 
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Figure 2.3.  Les facteurs de transcription impliqués dans la différenciation des  ostéoblastes. Le 
Runx2 (aussi appelé CBFAl) et l'ostérix (OSX)  sont deux facteurs de transcription responsables de la 
différenciation ostéoblastique. La Runx2 assure  la différenciation des  cellules  mésenchymateuses  en 
cellules pré-ostéoblastes alors que l'osx agit sur la différenciation des pré-osteoblastes en ostéoblastes 
matures. (Stains & Civitelli, 2003). 
Les ostéoblastes communiquent avec les autres cellules, comme les ostéocytes, grâce 
à  des  jonctions  canaliculaires  et  sont  caractérisés  par  différents  marqueurs  de 7 
différenciation  comme  la phosphatase  alcaline  qui  joue un  rôle  important dans  la 
minéralisation de la matrice extracellulaire et l'ostéocalcine qui se lie au calcium pour 
favoriser la minéralisation. (Stains &  Civitelli, 2003). Les  ostéoblastes secrètent des 
facteurs  activateurs  comme  les  interleukines  (IL-l  et  IL-6)  ou  inhibiteurs 
(l'ostéoprotégérine)  des  ostéoclastes  selon  le  besoin,  influençant  ainsi  la 
différenciation ostéoclastique et contrôlant par la suite la résorption osseuse. Le rôle 
des  ostéoblastes  dans  la  différenciation  ostéoclastique  est  discuté  dans  la  section 
suivante. A la fin de la formation osseuse, les ostéoblastes se transforment en cellules 
bordantes  inactives pouvant être activées selon le  besoin ou bien se transformer en 
d'autres types cellulaires comme les ostéocytes ou mourir par apoptose (Orimo, 2010; 
Vandrovcova & Bacakova, 2011). 
2.1.4 Les ostéocytes 
les  ostéocytes  sont  des  cellules  ostéoblastiques  pleinement  différenciées  qm  se 
retrouvent entourées complètement par la matrice osseuse. Leur membrane plasmique 
émette des prolongements cytoplasmiques leur permettant ainsi de communiquer avec 
les ostéoblastes à la surface de l'os en formation.  (Civitelli, 2008). Ils constituent la 
majorité  des  cellules formant  le  tissu osseux  et possèdent une  durée  de  vie  allant 
jusqu'à 50 ans.  Suite à un  stress mécanique ou  une fracture,  les ostéocytes, qui  sont 
des cellules mécano-sensitives, captent et envoient des signaux aux cellules bordantes 
à la  surface  de  1' os  grâce  à leurs extensions dendritiques  pour  initier le  début  du 
remodelage osseux ou aux ostéoclastes pour initier la dégradation osseuse (Bonewald 
& Johnson, 2008). Ils présentent moins d'organites cellulaires que les ostéoblastes. Ils 
participent  aussi  à  l'homéostasie  du  tissu  osseux  et  présentent  des  marqueurs 
spécifiques  dont  la  sclérostine.  Cette  dernière  est  exprimée  fortement  chez  les 
ostéocytes et joue un rôle de régulation négative dans la formation osseuse puisque la 
mutation du gène SOST, codant pour la sclérostine, provoque une augmentation de la 
masse  osseuse.  La  sclérostine  agit  comme  un  antagoniste  à  l'action  de  Lrp5,  un 
activateur de la voie de signalisation de Wnt/PCaténine (Dallas & Bonewald, 2010) 8 
2.1.5 Les ostéoclastes 
Les ostéoclastes sont des cellules ovales de grande taille multinucléées formées par la 
fusion de plusieurs monocytes et riches en organites. Ce sont des cellules spécialisées 
pour la résorption de  la matrice osseuse et ils jouent un  rôle très important dans  la 
régulation  de  la  formation  d'un  tissu  osseux  en  agissant  sur  les  fonctions 
ostéoblastiques  comme  la  formation  de  la  matrice  osseuse  et  sa  minéralisation 
(Duplomb  et al., 2007).  Sous  l'effet de  PU.l, un  facteur  de transcription, les pré-
ostéoclastes vont exprimer le récepteur du «macrophage colony stimulating factor» 
(M-CSF)  qui  est le  CSFlR; ceci  est une  phase  importante dans  la différenciation 
ostéoclastique (expliquée dans la section suivante)  (Yavropoulou &  Y  ovos, 2008). 
Présentant une bordure en brosse ondulante à replis profonds, la membrane plasmique 
des  ostéoclastes, en contact  avec  le  tissu osseux, délimite  un  microenvironnement 
scellé établissant un lieu dont le pH est acide grâce à l'activité de pompes à protons 
au  niveau  de  cette  bordure.  Ainsi,  l'ostéoclaste  va pouvoir dissoudre  les  cristaux 
d'hydroxyapatite de  la matrice minérale. En plus, les ostéoclastes  vont produire et 
sécréter  dans  ce  microenvironnement  des  enzymes  lysosomales  pour  assurer  la 
dégradation  de  la matrice  organique (Bar-Shavit, 2007; Mellis  et al.,  2011). Leur 
activité est régulée par les ostéoblastes et ce processus est décrit à la section suivante. 
Parmi  les  marqueurs  de  différenciation,  on  trouve  l'expression  de  la phospbatase 
acide résistante au tartrate (TRAP) et la cathepsine k qui  vont dégrader la matrice 
osseuse organique (Suda & Takahashi, 2008). 
2.2 Le remodelage osseux 
Le tissu osseux est vivant et dynamique, étant dans un état de remaniement continuel 
qui  permet à 1' os de  se régénérer lors des fractures et de  s'adapter aux contraintes 
mécaniques.  Dès la naissance,  le  tissu osseux est  en  modelage,  un  processus  par 
lequel  les  os changent  de  forme  en réponse  à  des  influences  physiologiques,  où 
l'ostéogenèse  est supérieure  à  l'ostéolyse jusqu'au début de  la vingtaine.  Après  le 9 
modelage, c'est le  remodelage osseux qui  prend la relève.  Il  est la résultante de  la 
coopération  des  ostéoclastes  et  des  ostéoblastes  par  la  formation  de  nombreuses 
unités  fonctionnelles  de  remodelage  mobiles  qui  vont  assurer  respectivement  la 
résorption  de  l'ancien  tissu  suivie par la genèse  d'un nouveau  tissu  entraînant  un 
équilibre  pour  un  certain  temps  de  la  masse  osseuse  chez  les  adultes  sains.  Le 
remodelage comprend 4 phases: la phase d'activation, la phase de résorption, la phase 
d'inversion et la phase de formation (Figure 2.4) (Brandi, 2009; Eriksen, 2010). 
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Figure 2.4. Le remodelage osseux. Durant la phase d'activation, les pré-ostéoclastes, sous l'action des 
facteurs sécrétés par les ostéoblastes, se différencient en ostéoclastes matures assurant ainsi  la phase de 
résorption de la matrice osseuse. Durant la phase d'inversion, les ostéoclastes meurent par apoptose et 
sont  remplacés  par  des  macrophages  qui  lissent  la  partie  résorbée.  La  phase  de  formation  est 
caractérisée  par  la  sécrétion  de  i'ostéoïde,  et  sa  minéralisation  par  les  ostéoblastes.  La  phase  de 
quiescence  est  une  phase  de  repos  et  d'inactivité.  Tirée  de  www.surgeongeneral. 
gov/library/bonehealth/chapter  _ 2.html. 
2.2.1  La phase d'activation 
Diverses cytokines comme les interleukines 1 et 6 (IL-l~' IL-6) et le «turnor necrosis 
factor a» (TNF-a) présentent un effet positif sur l'ostéoclastogenèse en induisant les 
ostéoblastes à sécréter le M-CSF qui va assurer la prolifération et la différenciation 
des  pré-ostéoclastes  (Cohen-Sola!  &  de  Vemejoul,  2002).  En  effet,  le  facteur  de 
transcription  PU.l  est  responsable  de  la  différenciation  des  cellules  souches 
hématopoïétiques  en monocytes précurseurs des  ostéoclasies.  Le  M-CSF  augmente 
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l'expression du «receptor activator of nuclear factor-KB»  (RANK) à la surface des 
pré-ostéoclastes  suite  à  l'activation  des  facteurs  de  transcription  comme  c-fos. 
(Yavropoulou  &  Y  ovos,  2008).  Les  ostéoblastes  participent  aussi  activement  à 
l'activation des ostéoclastes grâce à un travail coopératif de trois molécules qui sont 
le facteur de différenciation de l'ostéoclaste (ODF) aussi désigné «receptor activator 
of nuclear  factor-KB  ligand»  (RANKL),  qui  est  un  récepteur  membranaire  des 
ostéoblastes,  l'ostéoprotégérine (OPG)  sécrétée par les  ostéoblastes et le  récepteur 
membranaire  des  pré-ostéoclastes RANK (Tsourdi et al.,  2011).  L'OPG assure  un 
contrôle négatif sur la résorption par les ostéoclastes en se liant à l'ODF tandis que la 
liaison  entre  RANK et ODF  stimule leur activité  (Boyce  et al.,  2009;  Gurban  & 
Mederle,  2011).  Divers facteurs  stimulent  la phase  d'activation  afin  d'augmenter 
l'activité de dégradation des ostéoclastes amenant à l'augmentation du taux sérique du 
calcium.  Ainsi l'IL-l, l'IL-6  et l'hormone parathyroïdienne  (PTH)  agissent sur  les 
ostéoblastes pour induire l'expression de l'ODF alors que d'autres facteurs, sécrétés 
en réponse à une hypercalcémie, l'inhibent comme la calcitonine (Mellis et al., 2011). 
2.2.2 La phase de résorption 
L'  ostéoclaste  actif dégrade  1' os  tout  au  long  de  son  déplacement  sur  la  surface 
osseuse endommagée. Il sécrète des protons au sein d'un microenvironnement scellé 
rendant cet espace acide, ce qui favorise la dissolution des cristaux d'hydroxyapatite. 
L'ostéoclaste libère aussi des protéases lysosomales comme la TRAP, la cathepsine 
K, Oscar, DC-Stamp, la métalloprotéinase 9 et la gélatinase qui vont hydrolyser les 
composants organiques de la matrice (Clarke, 2008; Mellis et al., 2011). 
2.2.3 La phase d'inversion 
Les  ostéoclastes meurent par apoptose et sont remplacés par les  macrophages qui 
vont lisser la partie résorbée afm de préparer la surface et pour donner le relais aux 
ostéoblastes  qui  vont  migrer  vers  le  site  de  résorption  osseux  pour  commencer 11 
l'initialisation de la formation d'un nouveau tissu osseux (Hadjidakis & Androulakis, 
2006). 
2.2.4 La phase de formation du tissu osseux 
Les  ostéoblastes  sont  responsables  de  la  formation  du  nouveau  tissu  osseux  en 
produisant la nouvelle  matrice  osseuse  organique  et  en  assurant  sa minéralisation 
(Gay  et  al.,  2000).  Les  ostéoblastes  matures,  riches  en  réticulum  endoplasmique, 
synthétisent la nouvelle matrice ou l'ostéoïde sous l'influence de plusieurs hormones 
comme l'œstrogène et des facteurs de croissance comme le facteur de transformation 
cellulaire ~  (TGF~) (Khajuria et al., 2011 ). 
En effet, l'œstrogène induit l'expression de l'ostéocalcine ainsi que l'expression de  la 
phosphatase  alcaline,  deux  protéines  participant  à  la minéralisation  de  la  matrice 
osseuse;  l'ostéoblaste  va exprimer  davantage  ces  marqueurs  de  différenciation  qui 
vont causer la formation des cristaux d'hydroxyapatite faisant de l'os un réservoir très 
riche  en phosphate  et  surtout en  calcium (Das,  2002).  La vitamine  D3  ( calcitriol) 
assure  aussi  l'absorption  du  calcium  au  niveau  intestinal,  ce  qui  assure 
l'approvisionnement en calcium pour la formation osseuse (Stojanovic et al., 2011). 
2.3 L'ostéoporose 
Le  tissu  osseux  est  composé  de  différents  types  cellulaires  qui  assurent  un 
renouvellement continu de celui-ci; ce processus est en  équilibre grâce à l'ostéolyse 
suivie par une ostéogenèse. Chez la femme ménopausée, l'ostéolyse s'accroit (Tanko 
et al., 2005), provoquant ainsi une maladie chronique observable aussi chez l'homme 
mais d'une façon moins sévère et avec une prévalence des fractures moindre puisque 
la diminution des androgènes est plus graduelle et plus lente chez 1  'homme à partir de 
l'âge de 55  ans. Un déséquilibre vers l'ostéolyse mène à l'ostéoporose. cette maladie 
silencieuse se  manifeste par une  diminution de  la densité du capital osseux  et une 
atteinte au niveau de l'architecture du tissu osseux (Figure 2.5). Ceci va entraîner une 12 
faiblesse  osseuse  rendant  l'os  plus  susceptible  aux  fractures  (Cawthon,  2011). 
L'augmentation de la porosité va donc diminuer la capacité du tissu osseux à résister 
aux contraintes mécaniques que le corps subit. Durant la croissance, l'élaboration du 
nouveau tissu est supérieure à la destruction jusqu'à l'atteinte d'une densité osseuse 
maximale à l'âge de  30  à 35  ans, caractérisée par un  équilibre de formation  et de 
résorption de la masse osseuse. 
Cette période de l'âge adulte est caractérisée par un remodelage osseux stable. Elle 
est suivie par une diminution accélérée de la densité osseuse après la ménopause chez 
la femme à cause d'une diminution importante de l'œstrogène (Gates et al. , 2009). 
Si le capital de la densité de la masse osseuse maximale est faible depuis la jeunesse 
ou qu'il y a présence de facteurs de risque, une ostéoporose va se développer par la 
résorption exacerbée du tissu osseux causant des anomalies dans l'architecture de l'os 
(Gates et al., 2009). 
Os  sain 
Figure 2.5.  Représentation  de  la  portion  trabéculaire d'un  os  sain  et d'un  os  présentant de 
l'ostéoporose.  L'ostéoporose  provoque  une  diminution  et  une  détérioration  de  la  microarchitecture 
osseuse. La diminution des trabécules entraîne une augmentation de la porosité de l'os et de l'incidence 
des fractures (Tirée de http://www.migesplus.ch/pdf /538.pdt). 
Plusieurs facteurs  de  risque  du  développement de  l'ostéoporose  ont été  identifiés : 
l'hérédité,  l'âge,  la  ménopause,  les  affections  endocriniennes,  une  carence 
nutritionnelle en calcium et en vitamine D,  le tabagisme, l'alcoolisme et une masse r----- ------ ~ 
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osseuse maximale de  faible  densité dès  l'enfance (Sweet et al. , 2009).  L'extrémité 
supérieure du fémur, les vertèbres, les poignets sont les principaux sites de fractures 
provoquées par l'ostéoporose. D'autres fractures comme celles du col de  l'humérus, 
du bassin et de  1' extrémité supérieure du tibia ont aussi  une forte  incidence dans le 
cas de  faible masse osseuse (Harvey et al., 201 0). Plusieurs traitements sont utilisés 
pour traiter l'ostéoporose, parmi lesquels les bisphosphonates qui  s'insèrent dans  la 
matrice  osseuse  lors  de  la  minéralisation  et  la  rendent  réfractaire  à  la  résorption 
osseuse par les  ostéoclastes,  réduisant ainsi  l'incidence  des  fractures.  L'oestrogène 
,aussi,  stimule  la  production  d'OPG  des  ostéoblastes  exerçant  une  retro-action 
négative sur l'activation des ostéoclastes. La PTH, dont l'administration intermittente, 
favorise  une  augmentation  du  nombre  et  de  l'activité  des  ostéoblastes  (Borba  & 
Manas, 2010; Khajuria et al. , 2011). L'ostéoporose est une maladie silencieuse mais 
peut  être  accompagnée  par  une  autre  complication  physiologie  comme 
l'athérosclérose.  En  effet,  des  études  épidémiologiques  montrent  que  les  femmes 
présentant une densité osseuse basse ont une augmentation de 22 %  jusqu'à 40% des 
maladies cardiovasculaires ( Recke et al, 1999; Reyes-Garcia et al, 2011) 
L'ostéoporose  et  l'athérosclérose  ne  sont  pas  seulement  bien  répandues  dans  la 
population âgée mais présentent aussi des liens physiologiques. Chez les patients qui 
présentent  l'athérosclérose,  il  ya  apparition  de  l'expression  des  protéines  comme 
ostéopontine,  ostéonectine et ostéocalcine au niveau des  cellules de  l'aorte et d'une 
calcification au niveau de la paroi. Normalement, ces protéines ne sont pas exprimées 
au  niveau  des  vaisseaux  mais  leur  expression  est  importante  au  niveau  du  tissu 
osseux.  Ainsi, le  processus de  calcification vasculaire partage des  similitudes avec 
celui du métabolisme osseux (Hamerman, 2005). D'après les travaux de Parhami et 
al.,  les  souris  C57BL/6,  souris  susceptibles  génétiquement  à  l'athérosclérose, 
exposées à une nourriture riche en lipides athérogènes pendant 7 mois, présentent une 
diminution de la densité osseuse fémorale de 43%, de la densité minérale de 15% et 
une expression génique par les cultures primaires d'ostéoblastes réduite de 35% pour 14 
l'ostéocalcine, un marqueur de différenciation ostéoblastique (Parhami et al. , 2001). 
Aussi,  la  différenciation  en  ostéoblastes  des  cellules  mésenchymateuses 
ostéoprogénitrices  murines  M2-1 OB4  est  inhibée  sous  l'effet  des  lipoprotéines  de 
faible  densité  faiblement  oxydés  (MM-LDL)  alors  que  les  MM-LDL  favorisent  la 
différenciation des  M2-1 OB4  en adipocytes (Parhami et al. , 1999).  Une autre étude 
montre  que  l'augmentation  des  LDL,  qui  vont  assurer  le  transport  du  cholestérol 
synthétisé  par  le  foie  vers  les  tissus, et  la  diminution  des  lipoprotéines  de  haute 
densité (HDL), qui vont assurer le transport du cholestérol des tissus vers le foie, sont 
associées  à  une  densité  osseuse  minérale  basse  chez  les  femmes  ménopausées 
(Kawate  &  Takayanagi,  2011). D'après  des  études  in  vitro, les  produits  lipidiques 
libérés suite à l'oxydation des lipoprotéines de faible densité peuvent aussi participer 
au  développement  de  l'ostéoporose  en  réduisant  la  minéralisation  de  la  matrice 
osseuse  et  en  inhibant  la  différenciation  ostéoblastique  ;  leurs  rôles  néanmoins 
demeurent incertains (Parhami et al., 2000). Le traitement des cellules ostéoblastiques 
MG-63  avec  des  concentrations de  LDL  oxydées supérieures  à 50JlM  induisent la 
mortalité ostéoblastique par apoptose (Brodeur et al., 2008a; Hamel et al., 2008). De 
plus, les LDL oxydées sont intemalisées, provoquent aussi un domage au niveau de la 
membrane  lysosomiale  et  occasionnent  une  hyperpolarisation  mitochondriale 
induisant ainsi  l'augmentation de  la production  du  ROS.  Aussi, les  LDL  oxydées 
réduisent l'activité de la phosphatase alcaline et la migration cellulaire (Hamel et al., 
2008). En plus, les LDL, incubés avec les ostéoblastes, deviennent oxydées (Brodeur 
et al., 2008b  ). 
2.4 L'athérosclérose 
L'athérosclérose  est  à  l'origine  de  nombreuses  maladies  cardiovasculaires,  parm1 
lesquelles la crise cardiaque. Ces maladies sont la première cause de décès mondial 
allant approximativement jusqu'à 30%.  Plusieurs hypothèses ont été formulées afin 
d'expliquer le processus  par lequel  se  développe  l'athérosclérose.  Dernièrement,  la 
plupart des études se concentrent autour de la théorie inflammatoire qui suggère que 15 
l'athérosclérose  est  une  maladie  inflammatoire  chronique  des  artères  induite  par 
l'accumulation  des  LDL  modifiés,  des  cellules  inflammatoires  comme  les 
macrophages et le dépôt de tissu fibreux (Figure 2.6) (Mizuno et al. , 2011). L'âge, le 
genre  masculin,  l'hérédité,  l'hypertension  artérielle,  l'hypercholestérolémie,  le 
diabète  de  type II, le tabagisme, la sédentarité,  le  stress et l'obésité  sont tous  des 
facteurs de risque de l'athérosclérose (Hong, 2010). Plusieurs études affirment que les 
LDL oxydés ont un rôle athérogène principal (Badimon et al. , 2009). L'oxydation des 
LDL, après leur pénétration dans la couche intima des artères de gros et de moyen 
calibre,  va  recruter  les  macrophages  qui  traversent  l'endothélium  suite  à  leur 
activation  par  des  cellules  endothéliales.  En  effet,  la  formation  de  la  plaque 
d'athérome  débute  par  l'activation  des  cellules  endothéliales  entraînant  une 
surexpression des protéines impliquées dans le recrutement des monocytes au niveau 
de la lésion où ils vont se différencier en macrophages suite à l'expression du M-CSF 
(Mizuno et al., 2011 ). 
Suite à la libération de médiateurs inflammatoires, les macrophages vont exprimer les 
«scavenger  receptors»  qui  assurent  la  reconnaissance  de  l'apolipoprotéine  B,  une 
protéine associée aux  LDL.  Ces récepteurs vont faciliter  l'internalisation des  LDL 
oxydées, ce qui va entraîner la formation de  cellules spumeuses riches en esters de 
cholestérol et ainsi stimuler la sécrétion des produits inflammatoires comme TNFa et 
IL-l  (Ramsey et al., 2010). Les cellules musculaires lisses adjacentes vont proliférer 
et migrer au niveau de la lésion dans l'intima. L'accumulation et l'adhésion du noyau 
lipidique  avec  la paroi  vasculaire  va former  la  plaque  d'athérome  dont  la rupture 
provoque la formation ultérieure du thrombus (Libby et al. , 2009). L'épaississement 
au  niveau  des  artères  augmente  la résistance  au  flux  sanguin  menant  ainsi  à  une 
hypertension et à des troubles cardiaques (Figure 2.6). P laq.JP ---.::::...,-~­
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Figure 2.6.  Le développement de l'athérosclérose. L'altération  de  la  paroi  artérielle  suite  à  une 
lésion permet la  pénétration des  LDL oxydés.  Les dépôts d'  esters de  cholestérol vont conduire à  la 
formation  de  la  plaque  d'athérome  dont  la  rupture  provoque  la  formation  du  thrombus  (Tirée  de 
http://www.nsfa.asso.fr/spip.php.article98) 
2.5 Les LDL oxydées 
Les  MM-LDL,  des  déterminants  athérogènes,  inhibent  la  différenciation  des 
ostéoblastes alors qu'ils induisent la différenciation des ostéoclastes (Danilevicius et 
al., 2007; Graham et al., 2009). Bien que des études indiquent que ces lipoprotéines 
oxydées induisent la différenciation ostéoblastique dans les cellules vasculaires alors 
qu'elles inhibent leur différenciation dans les tissu osseux, les mécanismes demeurent 
largement  inconnus  (Demer  &  Tintut,  2011).  L'oxydation  des  LDL  par  l'action 
enzymatique  de  la  phospholipase  A2,  entre  autres,  provoque  la  libération  de  la 
lysoPC, un composant présent ainsi au niveau des plaques d'athérome et responsable 
des effets majeurs des LDL oxydées (Colles &  Chisolm, 2000). L'identification des 
effets de la lysoPC sur les différentes fonctions des ostéoblastes permettrait de mieux 
comprendre les effets néfastes des LDL oxydés sur le métabolisme osseux. 
2.6 Propriétés biochimiques de la lysoPC 
Les  glycérophospholipides  sont  des  constituants  lipidiques  membranaires  dont  le 
squelette, le glycérol, est lié à 2 acides gras par des liaisons ester, un acide gras saturé 17 
en position 1 et un acide gras insaturé en position 2, et présentant en position 3 un 
groupement phosphate  estérifié  constituant  la tête  polaire  hydrophile  (Figure  2.7) 
(Garrett & Grisham, 2000). 
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Figure 2.7. Formation de la  lysoPC. A partir de la phosphatidylcholine et sous l'effet enzymatique 
de la phospholipase A2,  il y a la libération de la lysophosphatidylcholine. Tirée de  (Zheng et al., 2012) 
Ces phospholipides font aussi partie de la couche externe des LDL, ayant l'extrémité 
hydrophile orientée vers l'extérieur. Plusieurs produits lipidiques vont être libérés lors 
de l'oxydation ou la modification enzymatique des LDL ainsi que la dégradation des 
phospholipides. 
La  lysoPC  est  un lipide  dérivé  de  la dégradation  de  la  phosphatidylcholine  par 
l'action enzymatique d'hydrolyse d'une phospholipase A2•  La phosphatidylcholine 
est un phosphoglycéride  ayant  la choline  comme  groupe  de  tête  et présentant un 
groupe amine chargé positivement (Choi et al. , 2011; Takenouchi et al., 2007). Elle 
est présente d'une façon importante lors de l'infiltration des cellules inflammatoires et 
le dépôt de la plaque d'athérome jouant un rôle important dans le développement de 
l'athérosclérose. La lysoPC est produite aussi au niveau des membranes cellulaires en 
de faibles concentrations. Elle est impliquée dans le cycle de la phosphatidylcholine 
suite  à  l'action de  la phospholipase  A2  au niveau intracellulaire  et  assure  ainsi  la 18 
régulation de  plusieurs fonctions  de  différents types cellulaires (Colles  &  Chisolm, 
2000). En agissant de façon extracellulaire, la lysoPC active l'adénylate cyclase en se 
liant à un récepteur associé à la stimulation de protéines G trimériques de la famille 
Gas  dans  les  plaquettes  (Ding  et al.,  2011).  Ainsi,  elle  induit  la prolifération  des 
cellules musculaires lisses des  artères  (Chai et al.,  1996) et stimule l'attraction des 
monocytes humains (Quinn et al., 1988). De plus, elle inhibe la migration des cellules 
endothéliales (Chaudhuri et al., 2008). 
La lysoPC stimule l'entrée (influx) calcique suite à J'activation de la protéine kinase 
C dans les cellules musculaires lisses (Jung et al., 2008). Elle induit l'expression des 
gènes ostéogéniques dans les cellules musculaires lisses des vaisseaux (Vickers et al., 
2010) et stimule la sécrétion de  l'IL-l~ dans les  microglies (Stock et al. , 2006).  En 
plus,  la  lysoPC  active  la  caspase-3,  induisant  ainsi  l'apoptose  des  cellules 
endothéliales (Park et al. , 2010). A des concentrations élevées, la lysoPC possède des 
propriétés  de  détergeant  causant  la lyse  des  cellules  suite  à la perforation  de  leur 
membrane plasmique (Colles &  Chisolm, 2000).  La lysoPC est capable d'induire la 
production de ROS  dans les cellules gliales via l'activité de  la nicotinamide adénine 
dinucléotide phosphate oxydase (NADPH oxydase) tandis que l'inhibition des canaux 
TRPVl diminue complètement la production de ROS (Schilling & Eder, 201 Oa).  La 
lysoPC induit la production de ROS mitochondriales suivant un processus dépendant 
du calcium qui  active  la voie  des  « Extracellular signal-regulated  kinases  (ERK)/ 
Mitogen-activated protein kinases (MAPK) » (Watanabe et al., 2006). 
2.7 La voie de signalisation induite par la lysoPC 
D'après plusieurs articles,  l'effet  de la lysoPC sur les diverses fonctions  cellulaires 
implique  l'activation de  certains  récepteurs couplés  à une protéine G (Radu et al. , 
2004).  Divers  récepteurs  de  la  lysoPC  ont  été  identifies  tels  les  récepteurs  G2A, 
OGRl et GPR4 (Frick et al., 2009).  La lysoPC se lie à son récepteur G2A dans les 
neutrophiles augmentant ainsi la concentration cytosolique du calcium et activant des 19 
protéines comme la clathrine et l'arrestine  ~-1 (propage puis arrête la transduction du 
signal) (Khan et al. , 2010). Les macrophages, les lymphocytes ainsi que les cellules 
fibroblastiques expriment le récepteur G2A alors que le récepteur GPR4 est exprimé 
par les cellules endothéliales et surexprimé par les cellules cancéreuses (Qiao et al. , 
2006).  Les  récepteurs  couplés  à  une  protéine  G  (GPCR)  représentent  une  grande 
famille  de protéines dont la structure est caractérisée par la présence de  7 segments 
d'hélice  a  transmembranaires,  un  domaine  extracellulaire  liant  l'agoniste  et  un 
domaine intracellulaire activateur d'une protéine G spécifique assurant des  effets à 
court terme comme l'augmentation du calcium intracellulaire ou à long terme comme 
la transcription de gènes (Bohme & Beck-Sickinger, 2009; Vischer et al. , 2011). 
Les protéines G, éléments essentiels pour la transduction du signal, sont des protéines 
hétérotrimériques situées au niveau de la membrane plasmique et composées par une 
sous-unité  a  (Ga)  et  par  un  complexe  dirnérique  constitué  de  deux  sous-unités, 
désignées  ~et  y (G~y) ·  Sous la forme inactive, les trimères de la protéine G présentent 
une guanosine 5'-diphosphate (GDP) liée étroitement à la sous-unité Ga.  La liaison 
entre un ligand et le récepteur couplé à une protéine G va induire un changement de 
conformation dans le domaine intracellulaire du récepteur permettant l'activation de 
la  protéine  G.  Ainsi,  la  molécule  de  GDP  se  dissocie  de  la protéine  Ga  et  est 
substituée par une guanosine 5'-triphosphate (GTP)  qui  s'associe à la sous-unité Ga 
grâce au changement de conformation de la protéine G. 
Alors,  la  sous-unité  Ga  se  libère  du  complexe  G~ et  va  activer  ou  inhiber  des 
protéines effectrices dans la cascade de signalisation. Le dimère  G~ ,  toujours lié au 
récepteur,  peut  aussi  activer  des  protéines  cibles,  des  enzymes  effectrices.  Après 
l'hydrolyse du GTP en GDP, la sous-unité Ga va se complexer de nouveau avec  G~y 
pour former 1  'hétérotrirnère  Ga~ inactif (Marty &  Y  e, 201 0; Vilardaga et al., 201 0). 
La famille des sous-unités Ga est répartie principalement en 4 classes : 20 
•  La classe  Gas  stimule l'adénylate cyclase, enzyme qui catalyse  la formation  de 
l'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) à partir de l'adénosine triphosphate 
et peut ainsi activer la proteine kinase A 
•  La classe Gai/o contient 3 isoformes de Gai, soient Gao, Gagust et Gat . La Gai inhibe 
l'adénylate cyclase et les canaux calciques alors que les autres activent des voies 
de  signalisation  variées  impliquant  la  phosphatidyl-inositol-3-kinase,  la 
phospholipase Cet des petites protéines G monomériques. 
•  La classe Gaq active la PLC-~ 
•  La classe Gu12113  assure la régulation d'une variété de réponses cellulaires dont la 
prolifération  et  la  migration  (Y  anamadala  et  al.,  2009).  Principalement,  leur 
fonction  est d'activer la petite protéine  G  Rho  impliquée  dans  la synthèse  de 
l'ARN (Tilley, 2011) (figure 2.8). 
Figure 2.8.La répartition de la famille des protéines G11•  Les différentes classes des proteines  G11 sont 
G11;,  GllS, G11q et Gu12113  . Elles sont situées au niveau de la membrane plasmique liées à leurs récépteurs. 
Les protéines  G se lient au  GTP et l'hydrolysent en  GDP afin  de  propager le  signal  intracellulaire. 
Tirée de  www.qiagen.com. 21 
Les  phospholipases  C  (PLC)  représentent  une  famille  de  13  isozymes  ayant  des 
séquences  similaires,  répartie  en  six  groupes  en  se  basant  sur  la  structure  et  la 
régulation des  mécanismes d'activation:  PLC-~ (1-4), PLC-"f  (1-2),  PLC-ù  (1-3-4), 
PLC-E, PLC-Ç et PLC-T]  (1-2)  (Nakamura &  Fukami, 2009). Les phospholipases C 
sont  des  enzymes  solubles  intervenant  lors  de  la  transduction  du  signal 
essentiellement  pour  l'hydrolyse  du  phosphatidylinositol  4,5-bisphosphate  (PIP2) 
(Rebecchi & Pentyala, 2000). 
Le  PIP2  et ses  dérivés  agissent à un  certain niveau pour réguler la structure et  le 
métabolisme  cellulaires.  En  effet,  le  PIP2  agit  sur  le  transport  vésiculaire, 
l'organisation du cytosquelette et la signalisation calcique intracellulaire. Le PIP2 est 
inséré dans le feuillet interne de la membrane plasmique et sert aussi comme réservoir 
de seconds messagers assurant une cascade de signalisation intracellulaire en réponse 
aux  signaux  extracellulaires.  La  PLC,  présente  au  niveau  de  la  membrane,  va 
hydrolyser le  PIP2  pour produire  deux  seconds messagers qui  sont  l'inositol  1,4,5 
triphosphate (IP3)  libéré dans le cytosol et le diacylglycérol (DAG) qui restera lié à la 
membrane plasmique (Figure 2.9) (Fukami, 2002).  L'IP3  va se  lier à son récepteur 
IP3R au niveau du réticulum endoplasmique et activer la libération du calcium. 
La combinaison du DAG et la concentration élevée du calcium libre dans le cytosol 
vont activer une protéine kinase C (PKC) qui va assurer la phosphorylation de résidus 
spécifiques de quelques protéines comme réponse de la cellule à ce signal (Newton, 
1995; Suh et al. , 2008).  L'administration de  la lysoPC assure une augmentation du 
calcium intracellulaire dans les cellules musculaires lisses des vaisseaux (Jung et al., 
2008). 22 
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Figure 2.9. La voie de signalisation associée à Gaw Le ligand lie son récepteur couplé à une protéine 
Gaq  qui  active une  phospholipase C;  celle-ci va assurer l'hydrolyse du  PIP2  en  IP3  et DAO, seconds 
messagers assurant la transduction du signal (Tirée de www.biocarta.com/pathfiles/h__pkcPathway). 
2.8 Le calcium 
Le  calcium  est  le  cation  le  plus  abondant  dans  le  corps  humain.  Il  représente  le 
composant majeur dans la régulation de nombreuses fonctions cellulaires. Le calcium 
est très  important pour  la  survie  des  cellules;  il  est reconnu  comme  un  messager 
intracellulaire essentiel qui accompagne les cellules durant leur durée de vie (Brini & 
Carafoli, 2009). Sa mobilisation intracellulaire est assurée par la liaison de  l'IP3R et 
l'IP3 qui est un médiateur ayant une action rapide qui facilite la première réponse en 
assurant  la  mobilisation  du  calcium  intracellulaire  du  réticulum  endoplasrnique 
(Figure  2.1 0)  (Cheng  &  Lederer,  2008).  Il  contribue  au  potentiel  électrique  des 
membranes  cellulaires  et  est  impliqué  dans  des  processus  fondamentaux  comme 
l'activité  enzymatique,  la  perméabilité  membranaire,  la  neurotransrnission,  la 23 
contraction musculaire et la synthèse d'ADN (Tordoff, 2001). En effet, le calcium est 
considéré comme un médiateur primordial de l'activité durant le cycle cellulaire mais 
aussi comme responsable de l'apoptose. En effet, la mort des cellules par apoptose est 
souvent due à une perte du contrôle homéostatique du calcium; elle est aussi modulée 
par  des  changements subtils  de  la distribution du  calcium entre les  compartiments 
intracellulaires (Brini &  Carafoli,  2009; Cheng &  Lederer, 2008).  Par exemple,  les 
lymphocytes  déficients  en  récepteur  de  l'IP3  sont  résistants  à  l'apoptose.  Cette 
résistance peut être renversée par une augmentation du calcium intracellulaire soit par 
un influx, soit par une mobilisation intracellulaire (Distelhorst & Dubyak, 1998). Le 
calcium  peut activer différentes protéines responsables  de  l'induction  de  l'apoptose 
comme les endonucléases et les protéases (Kristian & Siesjo, 1998). 
Figure 2.10.  les  voies  de signalisations liées au calcium  : le  calcium  entre dans  la  cellule via les 
canaux TRP causant un influx. le calcium est libéré dans la cellule à partir le reticulum endoplasmique 
via les pompes serca lors de la liaison de l'IP3 avec son récépteur.  Tirée de 
La  concentration  intracellulaire  élevée  du  calcium  va  favoriser  sa  liaison  à  la 
calmodu1ine  et  à  la calcineurine.  La calmoduline joue un  rôle  dans  la résorption 
osseuse  ainsi  que  dans  la genèse  cellulaire  (Williams  et  al.,  201 0)  alors  que  la 
calcineurine,  dépendante  du  calcium,  assure  la  déphosphorylation  du  «cAMP 
response  element-binding protein»  (CREB),  ( Haruhiko  et al,  1996), un facteur de 24 
transcription qui assure la régulation de la prolifération, la survie et la différenciation 
des macrophages et des cellules B (Wen et al. , 201 0).  Les deux, la calcineurine et la 
calmoduline,  assurent  ainsi  l'activation  ou  l'inhibition  de  certaines  protéines 
dépendantes de celles-ci ayant un  rôle nécessaire pour la transduction ou l'arrêt du 
signal (Morales et al., 2007). ll a été observé que la lysoPC stimule la migration des 
cellules de  prostate cancéreuses suite à l'activation de TRPV2 (Monet et al. , 2009) 
alors  que  la  lysoPC  inhibe  la  migration  des  cellules  endothéliales  murines  par 
l'induction  d'un  influx  calcique  via  l'activation  des  canaux  TRPC5  et  TRPC6 
(Chaudhuri et al., 2008). Donc, l'étude de  l'implication des canaux TRP, exprimés 
par les ostéoblastes, dans la voie de signalisation induite par la lysoPC est primordiale 
pour la compréhension des mécanismes d'action  de  la lysoPC  sur  le métabolisme 
osseux. 
2.9 Les canaux TRP 
Les  canaux  TRP  constituent  une  large  famille  diversifiée  de  canaux  protéiques 
cationiques non-sélectifs aidant les cellules à intégrer les informations et à détecter 
les changements de leur environnement. Ces canaux sont exprimés entre autres dans 
les hépatocytes , dans les cellules du muscle lisse, dans les cellules pancréatiques et 
les  lymphocytes.  Les  cellules  épithéliales  de  l'uretère  murin  expriment  plusieurs 
canaux TRP, notamment TRPC1  à 5 et TRPV1 à 4 (Yu et al, 2011).  Dans les cellules 
ostéoblastiques humaines MG-63, les différents types de canaux TRPC exprimés sont 
TRPCl, TRPC3, TRPC4 et TRPC6 et ces cellules expriment aussi les canaux TRPV2 
et  TRPV 4  (Abed  et  al,  2009).  Ces  canaux  régulent  les  réponses  olfactives, 
mécaniques  et  chimiques.  Les  membres  de  la  famille  TRP  sont  des  canaux 
tétramériques et chaque sous-unité est constituée de  six  hélices transmembranaires. 
Ils sont des canaux exprimés au niveau de la membrane plasmique mais possiblement 
aussi au niveau des organelles intracytoplas~iques comme la mitochondrie (V  riens et 
al. , 2008). Le pore du canal est situé entre les  Sème et 6è rne hélices. lls présentent des 
domaines ankyrine qui  se répètent en des séquences de  33  acides aminés jouant un 25 
rôle dans la localisation cellulaire et les interactions avec les autres protéines suivant 
les  différents  types  de  canaux  (V riens  et  al.,  2008),  et  présentent  des  domaines 
terminaux  NH2  et  COOH  intracellulaires.  Ces  canaux  sont  tous  perméables  au 
calcium  sauf les  canaux  TRPM4  et  TRPM5  qui  sont  perméables  aux  cations 
monovalents  (Nilius  et al., 2007).  En se basant sur les  homologies  structurales  et 
d'acides aminés, les TRP sont classifiés en sept sous-familles, comprenant plusieurs 
membres: TRPCl à TRPC7 (Canonique), TRPVl  à TRPV6 (Vallinoïde), TRPMl à 
TRPM8  (Mélastatine),  TRPPl  et  TRPP2  (Polycystine),  TRPMLl  à  TRPML3 
(Mucolipine),  TRPAl  (Ankyrine)  et  TRPN  (non-mécanosensible,  nompC);  les 
canaux TRPN ne sont pas représentés chez les mammifères (Minke & Cook, 2002). 
La  sous-famille  TRPC  (Figure  2.11)  est  divisée  en  3  sous-groupes  suivant  les 
alignements  des  séquences  et  les  comparaisons  fonctionnelles:  TRPCl/4/5, 
TRPC3/6/7  et TRPC2.  En général,  les  canaux TRPC  sont  considérés  comme  des 
canaux activés suite à une stimulation des récepteurs qui activent différentes formes 
de  la  phospholipase  C;  ce  qui  va  assurer  la  vidange  des  réservoirs  calciques 
intracellulaires  (Vazquez  et  al.,  2004;  Zhu,  2005).  Ils  sont  non  séléctifs  mais 
pérméables aux  calcium et au sodium.  Les canaux TRPC3, TRPC6 et TRPC7 sont 
activés  par  le  DAG causant  un  stress  au  niveau  de  la membrane  et  ceci  sans  la 
stimulation  de  la protéine  kinase  C.  Au contraire,  les  canaux  TRPCI,  TRPC4  et 
TRPC6  ne  sont  pas  activés  par  DAG.  Le  TRPCl  est directement  activé  par  une 
déformation mécanique sans l'activité de la phospholipase C (Nilius et al. , 2007). 
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Figure  2.11.  Structure  des  canaux  TRPC.  Les  canaux  TRPC  sont  constitués  de  six  hélices 
transmembranaires ayant les deux extrémités N-et C-terminale à l'intérieur de la cellule et présentant 
deux domaines d'ankyrine caractéristiques de cette sous-famille. Tirée de (Pedersen et al., 2005) 26 
La sous-famille  TRPV  (Figure 2.12)  est  divisée  en  deux  sous-groupes : TRPVl  à 
TRPV 4,  qui  sont  des  canaux  non  sélectifs  perméables  au  calcium  et  le  groupe 
composé de  TRPV5  et TRPV6, qui sont des canaux hautement sélectifs au calcium 
(V  riens et al. , 2008). L'extrémité-N contient 3 à 5 répétitions du domaine ankyrine. 
Les TRPVI à TRPV 4 sont activés suivant de multiples modes d'activation, comme la 
chaleur pour  les  canaux  TRPVl  à  TRPV4,  alors  que  pour  les  canaux  TRPV2  et 
TRPV4, c'est l'hypotonicité. Les TRPVI à TRPV4 sont impliqués dans des fonctions 
sensorielles  telles  les  mécano-sensations ;  ces  canaux  agissent  aussi  comme 
chimiosensitifs pour des ligands endogènes et synthétiques (Nilius et al. , 2007).  En 
plus, les canaux TRPV2 peuvent être activés par des facteurs de croissance (O'Neil & 
Helier,  2005)  assurant  ainsi  un  influx  calcique  à  travers  la membrane  plasmique 
modulant ainsi la réponse cellulaire. Les canaux TRPV5 et TRPV6 sont régulés par le 
calcium intracellulaire.  Ils jouent un rôle important comme gardien du transport du 
calcium épithélial. 
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Figure  2.12.  Structure  des  canaux  TRPV.  Les  TRPV  sont  constitués  de  six  hélices 
transmembranaires ayant les deux extrémités N- et C-terminale à l'intérieure de la cellule et présentant 
des domaines d'ankyrine caractéristiques de cette sous-famille. Tirée de (Pedersen et al. , 2005). 27 
3.  HYPOTHÈSES ET OBJECTIFS 
Compte  tenu  des  études  qui  suggèrent  que  les  LDL  oxydés  favorisent  le 
développement de l'ostéoporose (Parhami et al., 2001) et que la lysoPC est produite 
suite à l'oxydation des LDL, deux hypothèses générales sont proposées: 
•  La lysoPC altère les fonctions ostéoblastiques. 
•  La lysoPC  sollicite le  calcium comme mécanismes à l'origine de  ses effets 
néfastes sur les ostéoblastes. 
Afin d'évaluer l'effet de la lysoPC sur les fonctions ostéoblastiques dans les cellules 
MG-63,  notre  premier  objectif était de  déterminer  les  effets  de  la  lysoPC  sur  la 
viabilité cellulaire, la migration et la différenciation des cellules pré-ostéoblastiques 
MC3T3 en des cellules ostéoblastiques matures. 
Afm de mettre en évidence l'implication du  calcium dans  la voie  de  signalisation 
induite par la lysoPC, nos objectifs étaient de déterminer le  rôle du calcium dans la 
transduction du signal induit par la lysoPC, sa provenance ainsi que d'identifier les 
canaux responsables de l'influx de calcium induit par la lysoPC. 28 
4.  MATÉRIELS 
4.1  Présentations des modèles cellulaires 
Les lignées cellulaires MC3T3 et MG-63 ont été utilisées comme modèles de cellules 
ostéoblastiques. Les cellules MG-63 représentent une lignée ostéoblastique humaine 
et elles possèdent une forte capacité à maintenir un phénotype stable dans le temps, 
gardant ainsi plusieurs caractéristiques pré-ostéoblastiques (Hattar et al. , 2002). Les 
cellules  MC3T3  représentent  une  lignée  pré-ostéoblastique  murine  qui  peut  se 
différencier en ostéoblastes matures et former une matrice extracellulaire minéralisée 
(Sudo et al., 1983). 
4.2  Produits 
Le  gadolinium (Gd  100  f.!M,  Sigma)  a  été utilisé comme un bloqueur des  canaux 
TRPC  activés  suite  à  une  vidange  du  calcium  du  réticulum  endoplasmique  (RE) 
induit par la thapsigargine (TG 1 f.!M,  Sigma), un bloqueur des pompes calciques du 
RE.  Le  Ruthénium rouge (RR 5 f.!M,  Sigma) a servi de bloqueur de tous les canaux 
TRPV  et  le  U73122  (U  10  f.!M,  Sigma)  était  utilisé  comme  inhibiteur  de  la 
phospholipase  C.  Le  Tranilast  (1 00  f.!M)  a  servi  d'inhibiteur  des  canaux  TRPV2 
(Hisanaga et al. , 2009) alors que le RN1734 (30 f.!M)  a été utilisé comme inhibiteur 
des  canaux TRPV  4 (Vincent et al.,  2009).  Avant le traitement avec la JysoPC, les 
cellules ont été pré-incubées pendant 5 à 15 minutes avec les inhibiteurs. Les résultats 
obtenus en présence d'un bloqueur sont comparés aux résultats obtenus en présence 
de la lysoPC seule. 29 
5.  ARTICLE: LYSOPHOSPHATIDYLCHOLINE-INDUCED 
CYTOTOXICITY IN OSTEOBLASTIC CELLS: INVOL  VEMENT OF 
TRANSIENT RECEPTOR POTENCIAL V  ALLINOIDE CHANNELS 
5.1  Contribution 
Ma contribution  dans  l'article  est le  travail  qui  porte  sur  l'effet  de  la lysoPC  sur 
l'apoptose  et  la  nécrose  des  cellules  MG-63,  ainsi  que  les  mesures  de  calcium 
intracellulaire  et  l'implication  du  calcium  dans  la  mort  cellulaire  induite  par  la 
lysoPC. J'ai aussi déterminé l'expression des canaux TRPV dans les cellules MG-63 
ainsi que l'implication des canaux TRPV dans l'apoptose de la lysoPC. Elie Abed m'a 
aidé dans la mise au point de la technique des mesures en microscopie confocale et la 
réalisation des expériences. Rachel Pierre a réalisé les essais de viabilité pour étudier 
la  cytotoxicité  de  la  lysoPC  dans  les  cellules  MG-63  ainsi  que  l'implication  du 
calcium dans la mort cellulaire induite par la lysoPC. Elle a aussi étudié l'implication 
de  l'activité des canaux TRPV dans la mort cellulaire induite par la lysoPC (Figure 
13, 15A, 19). 
Cet article est soumis à la revue« journal of  cellular biochemistry ». ------
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5.2  Résumé 
Les  études  épidémiologiques  indiquent  que  les  patients  qui  souffrent  de 
l'athérosclérose  sont prédisposés  au  développement de  l'ostéoporose.  En  plus,  des 
déterminants athérogéniques comme les lipoprotéines de faible densité (LDL) oxydés 
provoquent des altérations des fonctions des cellules osseuses. Dans cet article, nous 
avons  étudié  la cytotoxicité de  la lysophosphatidylcholine (lysoPC), un  composant 
phospholipidique formé lors de l'oxydation des LDL, sur les cellules ostéoblastiques. 
La lysoPC a réduit la viabilité des cellules ostéoblastiques MG-63  en fonction de sa 
concentration,  avec  une  LC5o de  18.7±0.7  JlM.  La  lysoPC  induit  l'apoptose  et la 
nécrose.  Comme  la  dérégulation  de  l'homéostasie  du  calcium  intracellulaire  est 
souvent associée au mécanisme de la mort cellulaire, nous avons étudié l'implication 
du calcium dans les voies de signalisation induite par la lysoPC. La lysoPC a induit 
une augmentation rapide et transitoire du calcium intracellulaire suivi par un influx 
d'amplitude  décroissante  mais  de  longue  durée.  La  mobilisation  du  calcium 
intracellulaire dépendait de l'activité de la phospholipase C (PLC) puisque l'inhibition 
de  celle-ci  ou  la  déplétion  du  calcium  du  réticulum  endoplasrnique  avec  la 
thapsigargine  empêche  la  mobilisation  calcique.  L'influx  calcique  induit  par  la 
lysoPC était aboli par l'inhibition des canaux «transient receptor potential vallinoid» 
(TRPV)  avec  le  ruthénium  rouge  alors  que  le  gadolinium,  qui  inhibe  les  canaux 
«canonical  TRP» (TRPC), n'avait pas  d'effet  sur  l'influx.  L'expression des  canaux 
TRPV2  et  TRPV4  a  été  mise  en  évidence  dans  les  cellules  MG-63.  En plus,  la 31 
cytotoxicité  de  la  lysoPC  était  réduite  en  présence  du  ruthénium  rouge,  ce  qm 
confirme  l'implication  de  l'activation  des  canaux  TRPV  dans  la  mort  cellulaire 
induite par la lysoPC. 32 
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Epiderniological  studies  indicate  that  patients  su:ffering  from  atherosclerosis  are 
predisposed to  develop osteoporosis. Accordingly, atherogenic determinants such as 
oxidized low density lipoprotein (oxLDL) particles have been shown to  alter bone 
cell  functions.  In  this  work,  we  investigated  the  cytotoxicity  of 
lysophosphatidylcholine (lysoPC), a major phospholipid component generated upon 
LDL  oxidation,  on  bone-forming  MG-63  osteoblast-like  cells.  Cell  viability  was 
reduced by lysoPC in a concentration-dependent manner with a LC50 of 18.7±0.7 11M. 
LysoPC-induced cell death was attributed to induction ofboth apoptosis and necrosis. 
Since  impairment  of intracellular  calcium  homeostasis  is  often  involved  in  the 
mechanism  of cell  death,  we  determined  the  involvement  of calcium  in  lysoPC-
induced cytotoxicity. LysoPC promoted a rapid and transient increase in intracellular 
calcium  attributed  to  mobilization  from  calcium  stores,  followed  by  an  influx. 
Intracellular calcium mobilization was  associated  with  phospholipase  C-dependent 
mobilization of calcium from the endoplasrnic reticulum since inhibition of PLC or 
depletion of reticulum endoplasmic calcium with thapsigargin prevented the calcium 
mobilization. The calcium influx induced by lysoPC was abolished by inhibition of 
transient receptor potential vallinoid (TRPV)  channels with ruthenium red whereas 
gadolinium,  which  inhibits  canonical  TRP  (TRPC)  channels,  was  without  effect. 
Accordingly, expression ofTRPV2 and TRPV4 was shown in MG-63 cells. Addition 35 
of TRPV inhibitor ruthenium red in the incubation medium reduced lysoPC-induced 
cytotoxicity, which confirms the involvement of TRPV activation in lysoPC-induced 
cell death. 36 
5.4 INTRODUCTION 
Epidemiologie  studies  have  reported a  correlation between atherosclerosis  and  the 
development of  osteoporosis (Barengolts and al., 1998;Uyama and al., 1997). Indeed, 
it was shown that patients with lower bone density and osteoporosis present higher 
lipid levels (Barengolts and al, 1998;Uyama and al,  1997). It is weil established that 
cardiovascular  diseases  are  directly  related  to  plasma  concentrations  of  LDL 
cholesterol (Castelli and al.,  1977), which suggests that both pathologies may share 
one or severa! contributory factors. Accordingly, atherosclerosis-susceptible C57BL/6 
rnice maintained on an  atherogenic high-fat diet show reduced bone formation and 
low bone mass (Parhami and al., 2001). 
Osteoporosis results from the loss of  equilibrium between bone cell functions, such as 
increased osteoclast-mediated bone resorption over bone formation  by  osteoblasts, 
leading  to  reduced  bone  mass,  lower  mineral  density,  and  thereby  higher  bone 
fragility and susceptibility to fractures. Although the importance of cholesterol in the 
development of osteoporosis has been highlighted, it remains largely unknown how 
lipids can affect bone metabolism. Given that it is well established that LDL particles 
become pro-atherogenic after undergoing oxidative modifications (Steinberg and al, 
1997),  oxidized  LDL  (OxLDL)  would  also  be  expected  to  be  responsible  for 
osteoporosis.  Indeed,  studies have indicated that OxLDL has deleterious effects on 
the  differentiation  of cells  towards  an  osteoblastic  phenotype  (Parharni  and  al., 
-- - --- -- -------------------------------------------------------------------- -------------
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1997;Mody  and  al.,  2001).  OxLDL  and  oxidative  products  inhibit  osteogenic 
differentiation  of mesenchymal  stem  cells  and  preosteoblasts  in  favour  of an 
adipogenic phenotype. Also, studies showed that OxLDL caused cell death of human 
osteoblasts  (Klein and  al.,  2003;Klein  and  al.,  2006).  The  possible  implication of 
OxLDL in the development of osteoporosis was further highlighted by our previous 
studies  which  demonstrated  that  osteoblastic  cells  express  receptors  for  OxLDL 
(Brodeur and al., 2008) and that OxLDL particles promote cell death of osteoblasts 
(Hamel and al., 2008;Brodeur and al., 2008). 
Upon  oxidative  modifications  of  LDL,  oxysterols  are  generated  such  as  7-
ketocholesterol and 7P-hydroxycholesterol, which are found in atherosclerotic lesions 
(Brown  and  al,  1999).  Moreover,  phosphatidylcholine  1s  converted  to 
lysophosphatidylcholine  (lysoPC)  by  phospholipase  A2  activity  present  in  LDL 
(Parthasarathy and al., 2010). Thereby, lysoPC is a major phospholipid component of 
OxLDL and is  implicated as  a critical factor in the atherogenic activity of OxLDL 
(Schmitz and al, 2010). LysoPC has been associated with atherosclerosis, as well as 
acute  and  chronic  inflammation by  altering  various  functions  in  a  number of cell 
types including endothelial cells, smooth muscle cells, monocytes, macrophages, and 
T-cells (Fuchs and al,  2009).  LysoPC triggers apoptosis of vascular smooth muscle 
cells (Hsieh and al., 2000;Hsu and al., 2011) and endothelial cells (Takahashi and al., 
2002;Matsubara and al, 2005;Zhou and al., 2006).  Of interest,  intracellular calcium 
signaling  was  associated  to  lysoPC-induced  apoptosis  of  smooth  muscle  and 38 
endothelial cells (Song and aL, 2010;Hsu and al, 2011;Zhou and al, 2006). Numerous 
studies have associated impairment of  intracellular calcium homeostasis to apoptosis. 
Activation  of transient  receptor  potential  channels  (TRP)  was  associated  with 
oxidative  stress-induced  cell  death  (Miller  and  al,  2006)  and  to  oxLDL-induced 
apoptosis ofvascular smooth muscle cells (Ingueneau and al., 2009). 
The TRP channels contain six putative transmembrane domains, which are thought to 
assemble as homo- or hetero-tetramers to form channels (for a review (Pedersen and 
al.,  2005)).  All  TRPs  are  cation  channels,  although the  permeability  for  different 
mono- and divalent cations varies greatly between isoforms. They are activated by a 
wide  range  of  stimuli  including  intra- and  extracellular  messengers,  chemical, 
mechanical, and osmotic stress, and sorne by the filling state of intracellular calcium 
stores.  Based on amino acid homologies, the mammalian TRP channel superfamily 
bas been divided into seven families:  TRPC, TRPM, TRPV, TRPML, TRPP, TRPA 
and TRPN. The TRPC ('Canonical') and TRPM ('Melastatin') subfamilies consist of 
seven and eight different channels, respectively (i.e., TRPC1-TRPC7 and TRPM1-
TRPM8).  The  TRPV  ('Vallinoid')  subfamily  presently  comprises  six  members 
(TRPV1-TRPV6). The TRPML ('Mucolipin') family comprises three members, and 
the  TRPP  ('Polycystin') family  three  channel-like  and  five  non-channel  members, 
respectively. The most recently proposed subfamily, TRPA ('Ankyrin'), bas only one 
mammalian member, TRPAl, and finally,  the TRPN (no mechanoreceptor potential 
C, or NOMPC) bas so far only been detected in Caenorhabditis elegans, Drosophila, 39 
and zebra fish. There has been increasing interest in the frrst three families because of 
their  involvement  in  several  human  diseases  while  the  last  four  families  are 
insufficiently  characterized.  We  have  reported  that  MG-63  osteoblast-like  cells 
express numerous TRP channels (Labelle and al., 2007;Abed and al, 2007;Abed and 
al., 2009). 
In  the  current  study,  we  investigated  the  cytotoxicity  of lysoPC  as  a  maJor 
phospholipid component generated upon LDL  oxidation,  in  MG-63  osteoblast-like 
cells and determined the involvement of  calcium in lysoPC-induced cytotoxicity. 40 
5.5 MATERIALS AND METHODS 
5.5.1  Cell culture 
Human osteoblast-like MG-63 cells were purchased from the American Type Culture 
Collection (ATCC, Rockville, MD, USA) and were grown in a 1:1 mixture of  phenol-
free  DMEM!Ham's F12  medium (DMEMIF12; Sigma,  Oakville, Ontario,  Canada) 
supplemented  with  10%  fetal  bovine  serum  (FBS;  Cansera,  Etobicoke,  Ontario, 
Canada),  L-glutamine  (2mM,  lnvitrogen,  Burlington,  Ontario,  Canada)  and 
penicillin/streptomycin (100  J..Lg/ml,  Invitrogen). Cells were  cultured in 5%  C02  at 
3TC and were harvested weekly with Trypsin-EDTA solution (Invitrogen). 
5.5.2 Cell viability assays 
For cell viability experiments, cells were seeded in 96-well plates (Sarstedt, Montréal, 
Québec,  Canada).  After  5  days  of culture  in  supplemented  media,  cells  were 
incubated  in  culture  medium  without  serum  in  the  absence  or  the  presence  of 
increasing concentrations of lysoPC (Sigma) without or with ruthenium red (Sigma) 
for 48 h. For experiments with low levels of calcium in medium, cells were incubated 
in DME/Fl2 (culture medium without calcium and magnesium, Sigma) supplemented 
with 0.25  mM calcium and 0.8 mM magnesium. Cell viability was  determined by 
microtiter tetrazolium (MTT) reduction assays.  Briefly,  one hour before the end of 
treatment the medium was replaced with DMEMIF12 containing 0.5 mg/ml of 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrasodium bromide (MTT) (Sigma).  At the end 
of the incubation, media was aspired and formazan crystals generated by the cellular 
reduction  activity  were  dissolved  in dimethylsulfoxide  (DMSO).  Absorbance  was 41 
measured at 575 mn and data are expressed as the ratio ofabsorbance oftreated cells 
versus control cells. In parallel experiments, cells exposed to lysoPC were dyed with 
crystal violet, then solubilised in 1 % SDS and quantified with a spectrophotometer 
(575 mn), or harvested by trypsinisation to perform a cell count. 
5.5.3 Cell death assays 
MG-63  cells  seeded  in  12-well  plates  were  incubated  with  lysoPC  or  in  culture 
medium. After 24 h,  floating cells were discarded and adherent cells were collected 
by trypsinization and centrifugation at 250g for 5 min. Cells were washed with PBS 
and then incubated with 2  J..Lg  of propidium iodide (PI) and 10  J..Ll  of FITC-annexin V 
per milliter (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) for 15 min at 4°C. At the end 
of the incubation, 400  J..Ll  of cold PBS, a phosphate buffer, was added and cellular 
FITC-annexin  V  and  PI  fluorescences  were  detected  by  using  a  fluorescence-
activated cell  sorter (F ACScan,  Becton Dickinson,  Mississauga,  Canada) and data 
were analyzed with Cell Quest software (Becton Dickinson).  Cells negative for  PI 
uptake and positive for FITC-annexin V were considered apoptotic. 
5.5.4 Reverse-transcription polyrnerase chain reaction 
Total  RNA  from  cells  was  extracted  using  TriZol  (Invitrogen)  according  to  the 
manufacturer's  instructions.  Reverse transcription  (RT)  reactions  were  carried out 
with Omniscript RT kit (Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada) using hexamers. The 
PCR amplifications were conducted with Taq  PCR core kit (Qiagen) using specifie 
primer sets for human TRPV1-6 (Abed and al, 2009). Each primer was designed in 42 
distinct  exons  to  ensure  specifie  transcript  amplifications.  Briefly,  amplifications 
were carried out for 40 cycles according to incubation of 1 min at 94°C, 30 sec at 58 
°C  and 1 min at 72°C.  Amplification products were resolved in 2% agarose gel with 
ethidium bromide revelation. 
5.5.5 Measurements ofintracellular calcium 
MG-63  cells  were  cultured  in  8-well  Labtek  plate  (Nalge  Nunc)  for  5  da  ys  in 
supplemented media. Cells were then transferred to HEPES-buffered saline solution 
(HBSS (mM): 121 NaCl, 5.4 KCl, 25 HEPES, 1.8 CaCh and 6.0 NaHC03 at pH 7.3) 
and loaded with 2j.!M Fluo-3 AM with an equivalent volume of 20% Pluronic F127 
(Invitrogen) for 45 min at room temperature in the dark. Thereafter cells were washed 
with corresponding HBSS and the loaded dye was allowed to deesterify for 45 min at 
room temperature in the dark. Following transfer to a calcium-free HBSS, treatments 
were made in an open chamber configuration at room temperature.  The cells were 
examined with a laser scanning confocal (Bio-Rad) microscope (Nikon TE300) with 
an Apochromatic 40X N.A. 1.0 objective lens. Fluorescence was excited by an argon 
laser at 488nm and emission was collected with a 515nm filter.  Data were analyzed 
with Laser Sharp 2.1 T,  Time Course 1.0  software for  7 to  8 fields per experiment 
(between 10 and 20 cells per field). Ail experiments were performed for at least four 
individual experiments. 43 
5.5.6 Imrnunolocalization 
MG-63  cells were  cultured in 8-wells Labtek (Nalge Nunc, Napperville,  IL,  USA) 
dishes  for  5  days  in  supplemented  medium.  Cells  were  fixed  in  4% 
formaldehyde/phosphate-buffered  saline  (PBS)  for  30  min  at 4  °C,  permeabilized 
with 0.05% Tween/PBS for  15  min and blocked in 2% bovine serum albumin/PBS 
for 30 min.  Cells were incubated overnight with primary antibodies (1 :500 for anti-
TRPV2  and  anti-TRPV  4  from  Alomone,  Jerusalem,  Israel)  or primary  antibodies 
preincubated with 1 jlg antigen followed by an incubation with secondary antibodies 
(1 :2000 for anti rabbit IgG coupled to rhodamine from Chemicon, Temecula, CA) for 
1 hour.  Cells were washed three times with PBS between each step.  The cells were 
examined with a laser scanning confocal (Bio-Rad) microscope (Nikon TE300) with 
an Apochromatic 40X N.A. 1.0 objective lens. Fluorescence was excited by an argon 
laser at 555nm and emission was collected with a 565 filter. 
5.5.7 Statistical analysis 
Data are  expressed  as  mean ±  SEM,  and  the  significance  of differences  between 
groups  has  been  determined  using  GrafPadPrism  5.0  Software  by  analysis  of 
variance.  Differences  between groups  were  further  evaluated  by  Student T test  or 
two-way  ANOVA  with  Bonferroni  or  Dunnett  post  tests.  Differences  were 
considered significant at P:S0.05. 44 
5.6RESULTS 
5.6.1 Effect ofLysoPC on the viability ofMG-63 
Our previous studies showed that oxidized LDL cause osteoblastic cell death (Hamel 
and al, 2008;Brodeur and al, 2008). Since lysoPC is a major phospholipid component 
generated upon LDL oxidation (Parthasarathy and al, 2010), we determined its effect 
on  the  viability  of osteoblastic MG-63  cells.  We  performed MTT assays  on cells 
incubated for 48  hours with increasing concentrations of lysoPC.  As shown in Fig. 
5.1  A, exposure ofMG-63 cells to lysoPC resulted in a reduction ofthe MTT activity 
in a concentration-dependent manner. Curve analysis with the Boltzmann sigmoidal 
equation gave a LC50  (concentration that cause  50% reduction of MTT activity) of 
18.7  ±  0. 7  J.!M  with  a  significant  reduction  starting  from  15  J..LM  (Dunnett  test, 
P<0.05).  To  ascertain  that  this  reduction  of MTT  activity  corresponded  to  cell 
mortality,  similar  experiments  were performed  and  cells  were  either  stained  with 
crystal  violet  or counted  after  trypsinization.  In  accordance  with  data  from  MTT 
assays,  similar dose-dependent reductions of crystal violet staining and cell counts 
were obtained (Fig. 5.1 B) for cells treated with increasing concentrations of lysoPC 
with  LC50  values  of 17.6 ±  1.4  and  16.5 ±  0.9  J.!M  respectively.  These  different 
experiments confirmed that lysoPC reduces MG-63 cell viability in a dose-dependent 
manner. 
To  further  document  lysoPC-induced  cell  death,  we  determined  the  levels  of 
apoptosis and necrosis by staining cells with FITC-annexin V and propidium iodide 45 
(PI). As shown in Fig.  5.2 A, analysis of adherent cells showed that incubation with 
lysoPC  resulted in the  appearance of cell populations that were  positive for  FITC-
annexin V and/or positive for PI staining. Apoptosis and necrosis were enhanced with 
increasing  concentrations  of lysoPC  (Fig.  5.2  B)  which  indicates  that  lysoPC 
promotes cellular apoptosis and necrosis.  Mean values for  combined early and late 
apoptosis were  16% and 28% for 1ysoPC,  15 and 30  ~M, respectively, and 12% and 
22% for necrosis at 15 and 30  ~M  lysoPC, respectively. 
5.6.2 LysoPC triggers intracellular calcium mobilization and influx 
Since impairment of intracellular calcium homeostasis is often seen as  a mechanism 
triggering  cell  death,  we  determined  the  involvement  of extracellular  calcium  in 
lysoPC-induced cell death. As shown in Fig. 5.3 A, decreasing the level of  calcium in 
the  culture  medium  reduced  the  cell  death  induced  by  lysoPC.  Therefore,  we 
undertook  to  measure  intracellular  calcium  levels  upon  treatment  with  lysoPC. 
Measurements of intracellular calcium levels were performed in MG-63  cells loaded 
with the fluorescent calcium probe Fluo-3. As shown in Fig. 5.3  B, lysoPC promoted 
a transient increase in intracellular calcium levels in cells incubated in calcium-free 
buffer,  which  indicates  a  mobilization  of calcium  from  intracellular  pools.  After 
fluorescence had returned to basallevels, a sustained calcium influx was noticed upon 
addition of  calcium in the incubation buffer. It should be noted that no calcium influx 
was obtained after the addition of  calcium al one without treatrnent with lysoPC (data 
not shown).  Thereafter, two strategies were used to  further identify the origin of the 46 
intracellular  calcium  mobilization  and  determine  the  signaling  pathway  involved. 
First, cells were treated with 1 11M of Thapsigargine (Tg) to deplete the calcium from 
the endoplasmic reticulum. As shawn in Fig.  5.4 A, calcium mobilization by lysoPC 
was abolished after two subsequent additions of Tg whereas the calcium influx was 
still  observed.  On  the  other  hand,  cells  were  pretreated  with  an  inhibitor  of 
phospholipase  C  (PLC),  namely  U73122,  to  determine  the  signaling  pathway 
triggered by lysoPC.  As  shawn in Fig.  5.4 B, calcium mobilization by  lysoPC was 
abolished in cells pretreated with U73122 whereas calcium influx was still observed. 
These  results  indicated  that lysoPC  induces  the  mobilization of calcium  from  the 
endoplasmic reticulum upon activation of  phospholipase C. 
No  calcium  mobilization  or  influx  was  seen  with  the  atherogenic  lipid  7-
ketocholesterol (data not shawn), which has also been shawn to promo  te cell dea  th in 
MG-63 cells (Hamel and al, 2008). 
5.6.3 Activation ofTRP channels by lysoPC 
To  identify which subclass family of TRP channels was associated with the lysoPC-
induced calcium influx,  we  fust characterized two  TRP  channel inhibitors, namely 
gadolinium (Gd
3+) and ruthenium red (RR). As shawn in Fig. 5.5 A, Gd
3+ efficiently 
inhibited calcium influx  induced following Tg-mediated calcium mobilization from 
the endoplasrnic reticulum. Under these conditions, we previously showed that Tg-
induced calcium mobilization from the endoplasmic reticulum triggers the activation 
of TRPC channels (Labelle and al,  2007;Abed and al,  2009).  Therefore,  Gd3
+  was 47 
used as an inhibitor of TRPC channels under our experimental conditions. As shown 
in  Fig.  5.5  B,  RR  was  without  effect on the  calcium  influx  associated  with  Tg-
induced calcium mobilization, which argues that RR acts as a known TRPV channel 
inhibitor.  Since  our results  indicated that,  similarly  to  Tg,  lysoPC  also  induced  a 
calcium  mobilization  from  the  endoplasmic  reticulum,  we  asked  if the  lysoPC-
induced calcium influx involved the activation of TRPC channels.  As  shown in Fig. 
5.5  C, pretreatment of cells with Gd
3
+ did not prevent the calcium influx induced by 
lysoPC.  On  the  other  hand,  the  lysoPC-induced  calcium  influx  was  prevented  by 
pretreating cells with the inhibitor of  the TRPV channels RR (Fig. 5.5 D). 
5.6.4  Gene expression ofTRPV channels by MG-63 cells. 
We  previously reported that numerous osteoblast cell lines express TRPV  channels 
by studying their genomic expression (Abed and al, 2009). However, the presence of 
corresponding  proteins  is  still  to  be  confirmed  by  western  blott.  Therefore,  we 
investigated genomic expression of TRPV in MG-63  cells. As  shown in Fig.  5.6 A, 
PCR products were obtained for TRPV2 and TRPV 4 with RNA from MG-63  cells. 
No PCR products were  observed for  other members of the  TRPV  family  such  as 
TRPVl, TRPV3, TRPV5 and TRPV6 (data not shown). By immunofluorescence, we 
confirmed  the  presence  of TRPV2  and  TRPV  4  pro  teins  mainly  at  the  plasma 
membrane of cells (Fig. 5.6 B). 48 
5.6.5 Activation ofTRPV channels by lysoPC is associated with cell death 
Since our results indicated that lysoPC prornotes the activation of  TRPV channels, we 
investigated  the  relationship  between  TRPV  activation  and  cell  death  induced  by 
lysoPC. As shown in Fig. 5.7 A, the decrease ofMTT activity induced by lysoPC was 
reduced in the presence of the TRPV channel inhibitor RR and curve analysis give 
LC50  values of 18.6 ± 0.8 vs 30.33 ± 3.5 j.lM. In contrast, cell death induced by the 
atherogenic  lipid  7-ketocholesterol,  another  product  of LDL  oxidation,  was  not 
prevented  by  RR (Figure  5.7  B).  Accordingly  with the  results  of 5.7 A,  RR was 
shown to reduce lysoPC-induced cell apoptosis but had no effect on necrosis (Figure 
5.8). 49 
5.7 DISCUSSION 
Epidemiologie  and  in  vitro  studies  argue  for  the  involvement  of atberogenic 
conditions  and  oxLDL  in  the  development  of osteoporosis  (Barengolts  and  al, 
1998;Uyama and al,  1997;Parhami and al,  1997;Mody, Parharni and  al, 2001;Klein 
and  al,  2003;Klein and  al, 2006;Hamel and  al, 2008;Brodeur and  al, 2008).  Since 
lysoPC is  a major phospholipid component of oxLDL, we  investigated its  effect on 
the viability of osteoblastic cells. Our results indicate that lysoPC induced cell death 
of MG-63  cells,  an  effect  that  was  dependent  on  extracellular  calcium  and  was 
reduced by RR, a known inhibitor of TRPV channels. Accordingly, we reported that 
lysoPC  promoted  phospholipase  C-dependent  mobilization  of calcium  from  the 
endoplasmic reticulum as well the activation of TRPV channels. Moreover, we report 
that lysoPC promoted both apoptosis and necrosis in MG-63 osteoblast cells, and that 
lysoPC-triggered  apoptosis  was  reduced  by  RR.  Our  results  suggest  that  lysoPC 
promotes apoptosis in MG-63 cells by the activation of TRPV channels. 
Oxysterols  such as  7-ketocholesterol and  7~ -hydroxycho lesterol, as  well as lysoPC 
are  found  in  atherosclerotic  lesions  (Brown  and  al,  1999). These  components  are 
generated upon oxidation and enzymatic modification of LDL (Parthasarathy and al, 
2010)  and  are  implicated  as  critical  factors  in  the  atherogenic  activity  of oxLDL 
(Schmitz and al, 2010) and probably for the development of osteoporosis. Our results 
indicate that lysoPC induced cell  death of osteoblast-like MG-63  cells. Cytotoxicity 50 
was  monitored  by  the  reduction of MTT  activity,  crystal  violet  staining  and  cell 
counts, and experiments revealed LC5o values between 16.5  and 18.7 JlM.  Hsu et al. 
have reported LC50  values between 5-10  JlM  for cytotoxicity of lysoPC  in primary 
cultures  of vascular  smooth muscle  cells  (Hsu  and al,  2011). An Other  study has 
reported around 37JlM for the same cell type (Hsieh and al, 2000). Values ofLCso for 
lysoPC  were  between  50-100  JlM  in  endothelial  cells  (Matsubara  and  al, 
2005;Takahashi and al, 2002). Further investigations on the mode of cell death as  a 
function of concentration revealed that lysoPC promoted both apoptosis and necrosis 
of MG-63 cells. Hsieh et al (Hsieh and al, 2000) also reported induction of apoptosis 
and necrosis by lysoPC in vascular smooth muscle cells. (Zhou et al, 2006) reported 
apoptosis and necrosis in endothelial cells. LysoPC is an amphipathic molecule and 
in  accordance,  possesses  "detergent-like"  properties  which  have  been  studied 
extensively in relation to lysis of red blood cells (Weltzien and al, 1979). Therefore, 
induction  of necrosis  by  lysoPC  may  likely  be  attributed  to  such  membrane-
perturbating properties. 
Since  dysfunctional  regulation  of  intracellular  calcium  homeostasis  is  often 
associated with cell death, we determined the involvement of extracellular calcium in 
the lysoPC-induced cell death. LysoPC-induced cytotoxicity was reduced when cells 
were  incubated  in  low  calcium  medium.  Cytotoxicity  induced  by the  atherogenic 
oxysterol 7-ketocholesterol  was  not modified by the calcium content of incubation 
medium (data not shown).  Therefore,  a specifie mechanism involving extracellular 51 
calcium is triggered upon induction of cell death by lysoPC. Accordingly, our results 
indicated  that  lysoPC  induces  PLC-mediated  calcium  mobilization  from  the 
endoplasmic  reticulum  and  calcium  influx.  Two  G  protein-coupled  receptors  for 
lysoPC have been proposed, namely GPR4 and G2A (Meyer zu and  al, 2007). G2A 
shows high binding affinity for lysoPC and was  shown to be coupled to Gq protein. 
Also, G2A was shown to promo  te apoptosis in the presence of lysoPC (Lin and Y  e, 
2003).  Therefore, our data showing PLC-mediated calcium mobilization by  lysoPC 
would be in accordance with the involvement of G2A as the lysoPC receptor in MG-
63  cells. To our knowledge, no  study has yet investigated the expression of G2A in 
osteoblasts. 
ln addition to  promoting calcium mobilization from the endoplasmic reticulum, our 
results indicate that lysoPC stimulated a calcium influx. We previously showed gene 
expression  of numerous  TRP  channels  by  MG-63  cells  (Abed  and  al,  2009). 
Moreover, we have shown that Tg- and mitogen-induced calcium mobilization from 
the endoplasrnic reticulum triggered the activation of TRPC channels in MG-63 cells 
(Labelle  and  al,  2007;Abed  and  al,  2009).  Since,  lysoPC  triggers  calcium 
mobilization  from  the  endoplasmic  reticulum,  subsequent  activation  of TRPC 
channels  was  plausible.  Nevertheless,  lysoPC-induced  calcium  influx  was  not 
prevented  by  gadolinium,  although  our  results  demonstrate  that  this  inhibitor 
efficiently blocked Tg-induced calcium influx in MG-63 cells, suggesting that lysoPC 
activates  other  members  of the  TRP  channel  family.  We  used  RR  as  a  known 52 
inhibitor of TRPV channels. Our results showed that lysoPC-induced calcium influx 
was  fully  inhibited  by  RR.  LysoPC  was  shown  to  activate  TRPC6  channels  in 
corporal  smooth  muscle  cells  (So  and  al.,  2005),  suggesting a  mechanism linking 
atherogenic condition to erectile dysfunction. LysoPC was shown to activate TRPC5 
channels  which  confer  to  this  type  of channel  the  property  of a  lipid  ionotropic 
receptor  (Flemming  and  al.,  2006).  LysoPC  was  shown  to  activate  TRPC5  and 
TRPC6  which  results  in  the  inhibition  of  the  migration  of  endothelial  cells 
(Chaudhuri  and  al.,  2008).  LysoPC  was  shown  to  activate  TRPV2  channels  and 
stimulate prostate cancer cell migration (Monet and al., 2009). Therefore, our results 
provide  further  evidence  that  lysoPC  activates  TRPV  channels  in  osteoblasts. 
Accordingly, TRPV2 and TRPV4 channels were localized to  the plasma membrane 
ofMG-63 cells, where they can assure calcium influx upon activation by lysoPC. 
In  agreement with the reduced lysoPC-induced cell death observed in low calcium 
medium, our results indicate that inhibition of TRPV channels by RR decreased the 
cytotoxicity  of lysoPC.  Moreover,  inhibition  of TRPV  channels  by  RR  reduced 
lysoPC-induced apoptosis of MG-63 cells whereas being without having an effect on 
necrosis.  Our  data  agree  with  previous  studies  which  indicate  that  intracellular 
calcium signaling was associated to lysoPC-induced apoptosis of smooth muscle and 
endothelial  cells (Song  and al,  2011 ;Zhou and  al, 2006).  In contrast  to  apoptosis, 
which is  a tightly regulated process  involving activation and  enzymatic steps with 
maintenance  of plasma  membrane  integrity,  necrosis  is  associated  with  plasma 53 
membrane  disruption  and  impairment  of homeostasis.  Therefore,  the  absence  of 
effect of RR on lysoPC-induced necrosis agrees with necrosis being a disorganized 
process. 
Altogether, our results are in accordance with the role of lysoPC as  an atherogenic 
factor contributing to the development of  osteoporosis. 
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Fig. 5.1  Cytotoxicity of lysoPC  in MG-63  cells. (A)  Dose-response curve of MTT 
activity (relative to  control without lysoPC) following a 48-h exposure to  increasing 
concentrations of lysoPC in serum-free culture medium. Values are mean± SEM of 5 
independent experiments performed in triplicates.  (B) Dose-response analysis of cell 
viability (relative to control without lysoPC) following a 48-h exposure to increasing 
concentrations of lysoPC in serurn-free culture medium, as measured through crystal 
violet staining and cell counts. Values are mean ± SEM of  3 independent experiments 
in triplicates. 59 
Figure 5.2.  Fallah et al. 
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Fig. 5.2 LysoPC promotes cell death by apoptosis and necrosis. MG-63  cells seeded 
in 12-well plates were incubated in serum-free culture medium without lysoPC (CTL) 
or in the presence of  increasing concentrations of  lysoPC for 24 h. A) Cells were then 
labeled with FITC-annexin-V and propidium iodide and fluorescence was analyzed 
by flow cytometry. B) Poucentage of cells relative to the control without lysoPC are 
shown as a function of  increasing concentrations of  lysoPC for viable cells (lower left 
quadrant),  early  apoptosis  (lower  right  quadrant),  late  apoptosis  (upper  right 
quadrant)  and  necrosis  (upper  left  quadrant).  Values  are  mean  ±  SEM  of  7 
independent experiments compared to control without lysoPC using a Dunnett test: 
*P<0.05, **P<O.Ol, ***P<O.OOl 60 
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Fig.  5.3  Importance of extracellular calcium in  the lysoPC-induced cell  death. (A) 
Dose-response curve of  MTT activity (relative to control without lysoPC) following a 
48-h exposure to increasing concentrations of lysoPC in serurn-free medium with low 
0.25  mM calcium concentration or normal 1 mM calcium concentration. Values  are 
mean  ±  SEM  of 5  independent  experirnents  in  triplicates.  Bonferroni  post  test: 
***p<O.OOl  when  compared  to  condition  with  normal  1  mM  calcium.  B)  Fluo3 
loaded cells were transferred to  HBSS without calcium and then lysoPC  (1 0 or 20 
j..tM)  was  added to  the  incubation medium.  Measurements of intracellular  calcium 
were  performed  with  a  laser  scanning  confocal  as  described  in  the  Material  and 
Methods section. Thereafter, calcium was added to the incubation buffer to determine 
calcium influx. Fluo-3 fluorescence values relative to basal fluorescence are shown as 
mean  ±  SEM  of 3-5  experiments  with  analyses  of 7  to  8  fields  per  experiment 
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Fig. 5.4 Characterization of  calcium mobilization induced by lysoPC. A) Cells loaded 
with Fluo3 were transferred to HBSS without calcium and then calcium depletion of 
the endolasmic reticulum was achieved by two  subsequent additions of thapsigargin 
(Tg  5  11M).  Thereafter,  lysoPC  (1 0  11M)  was  added  to  the  incubation  medium. 
Measurements of  intracellular calcium were performed with a laser scanning confocal 
as  described in the Material and Methods section. Thereafter, calcium was added to 
the incubation buffer to  determine calcium influx. B) Cells loaded with Fluo3  were 
transferred to  HBSS  without calcium and  preincubated with  10  11M  U73122  for  5 
min.  Thereafter,  lysoPC  (1 0  11M)  was  added  to  the  incubation  medium. 
Measurements of intracellular calcium were performed with a laser scanning confocal 
as  described in the Material and Methods section. Thereafter, calcium was added to 
the  incubation buffer  to  determine  calcium  influx. Values  are  mean  ±  SEM of 3 
independent experiments with analyses of 7 to 8 fields per experiment (between 10 
and 20 cells per field). 
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Fig. 5.5  Characterization of calcium  influx  induced  by  lysoPC.  Cells  loaded  with 
Fluo3  were transferred to HBSS without calcium and preincubated with 100  ~-tM  Gd
3
+ 
(A,  C)  or  10  ~-tM RR (B,  D)  for  5 min.  Thereafter,  10  ~-tM  Tg (A, B)  or  10  ~-tM 
lysoPC (C, D) was added to  the incubation medium. Measurements of intracellular 
calcium were performed with a laser scanning confocal as  described in the Material 
and  Methods  section.  Thereafter,  calcium  was  added  to  the  incubation  buffer  to 
determine calcium influx. Values are mean ± SEM of 3 individual experiments with 
analyses of  7 to 8 fields per experiment (between 1  0 and 20 cells per field). 63 
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Fig.  5.6 Expression of TRPV channels by MG-63  cells. A)  Total RNA was isolated 
from MG-63 cells and used for synthesis of complementary DNA. Amplifications by 
PCR  were  performed  with  specifie  primers  for  human  TRPV2  or  TRPV4. 
Representative  data  are  shown from  RNA  isolations  of at  least three  independent 
cultures. STD:  standard or ladder of 100 bp. B) Localization of TRPV2 and TRPV4 
proteins  were  performed  by  confocal  microscopy  with  specifie  antibodies,  and 
revealed by  secondary fluorescence  antibodies. To  ascertain specifie  fluorescence, 
primary antibodies have been incubated with related antigens (left). All pictures are 
the same size. Representative data are shown from at least three independent cultures. 64 
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Fig. 5.7  Involvement of TRPV  activation in lysoPC-induced cell  death of MG-63 
cells. (A) Dose-response curve of MTT activity (relative to  control without lysoPC) 
following a 48-h exposure to increasing concentrations of lysoPC in culture medium 
without or with 10 !lM RR. Results are from 5 independent experiments in triplicates. 
Bonferroni post test: ***p<O.OOI when compared to condition without RR. (B) Dose-
response analysis of MTT activity (relative to control) following a 48-h exposure to 
increasing concentrations of 7-ketocholesterol (7KChol) in culture medium. Results 
are from 3 independent experiments in triplicates. --- -~~-------------------------
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Figure 5.8.  Fallah et al. 
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Fig.  5.8  Stimulation of TRPV channels by lysoPC promoted cell apoptosis. MG-63 
cells seeded in 12-well plates were incubated in serum-free culture medium without 
or with 10  11M  RR in the presence of increasing concentrations of lysoPC for  24 h. 
The  cells  were  then  labeled  with  annexin-V-FITC  and  propidium  iodide  and 
fluorescence  was  analyzed by flow  cytometry for  viable (negative for  annexin and 
PI),  apoptotic (positive for  annexin and negative  for  PI)  and necrotic (negative for 
annexin  and  positive  for  PI)  cells.  Values  are  mean  ±  SEM  of 9  independent 
experiments. Bonferroni post test:  *P<0.05, **P<0.01, ***p<0.001  when compared 
to condition without RR. - --------- -----· -------- - --
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6.  Résultats supplémentaires 
Suite à nos travaux indiquant que l'activation des  canaux TRPV par la lysoPC est 
associé  à  l'apoptose  des  cellules  MG-63,  nous  devions  identifier quel  canal  était 
responsable  de  cet  effet.  Par  ailleurs,  Parhami  et  al.,  1999  a  montré  que  la 
différenciation  des  cellules  murines  M2-1 OB4  était  inhibée  sous  l'effet  des  LDL 
oxydées.  Alors,  l'étude  de  l'effet  de  la  lysoPC  sur  la  différenciation  des  cellules 
MC3T3  etait un objectif de plus à explorer. De plus, des études avaient rapporté que 
la migration des cellules endothéliales était inhibée par la lysoPC (Chaudhuri et al., 
2008) et que la lysoPC stimulait la production de ROS  dans les cellules microgliales 
(Schilling  &  Eder,  2010).  Ainsi,  nous  avons  étudié  l'effet  de  la  lysoPC  sur  la 
production de ROS et la migration des cellules MG-63. 
6.1 Méthodes 
6.1.1  Culture cellulaire 
Les cellules humaines MG-63 et murines MC3T3 proviennent de l' «American Type 
Culture Collection» (ATCC ; Rockville, MD, USA). Le milieu de culture des cellules 
MG-63  était le «Dulbecco's modified Eagle's medium/Nutrient mixture F-12 Ham» 
(DMEM/F12; Sigma, St Louis, MO, USA) complété avec 10% de sérum bovin fœtal 
(FBS ;  Cansera,  Etobicoke, Ontario,  Canada),  2  mM de  L-glutarnine  (Invitrogen, 
Burlington, Ontario, Canada), ainsi que  100 U/ml  de  pénicilline (Invitrogen) et  100 
J.lglml de streptomycine (Invitrogen). Le milieu de culture des cellules MC3T3 était le 
«Minimum essential  medium  alpha modified» (aMEM, Invitrogen)  complété  avec 
10% de FBS, 2 mM de L-glutamine (Invitrogen), ainsi que  100 U/ml de pénicilline 
(Invitrogen)  et 100  J.lg/ml  de  streptomycine  (Invitrogen). Une  dispersion cellulaire 
était réalisée chaque semaine à l'aide d'une solution de trypsine-EDTA (Invitrogen). 
Après le  compte, les  cellules étaient ensemencées à une densité initiale de  1500  à 
2500 cellules/cm
2  et maintenues à 37°C dans un incubateur humidifié à 5% de C0 2. 
Le changement des milieux était effectué deux fois par semaine. F.7 
6.1.2 Détermination de l'effet de lysoPC sur la migration cellulaire 
Afin de déterminer l'effet de la lysoPC sur la migration des ostéoblastes, les cellules 
ensemencées  dans  une  plaque  de  12  puits  (Costar,  NY,  USA)  ont été  détachées 
mécaniquement à l'aide d'un embout et cette procédure a été suivie de lavages pour 
éliminer  les  cellules  détachées.  Les  cellules  ont  été  ensuite  incubées  avec  des 
concentrations  croissantes  de  lysoPC  dans  leur  milieu  approprié  sans  sérum.  Des 
photos  de  la  zone  de  la plaie  ont été  prises  au  début  et après  18-20  heures  du 
traitement ; celles-ci ont été analysées à l'aide du programme ImageJ afin de calculer 
le taux de migration. Ce taux a été déterminé en calculant la surface repeuplée par les 
cellules après 18-20 heures par rapport à la surface libre au temps O. 
6.1.3 Etude de l'effet de la lysoPC sur la différenciation des MC3T3 
Pour  établir 1' effet de  la lysoPC  sur la différenciation ostéoblastique,  les  cellules 
MC3T3  ensemencées dans une plaque de 24 puits (Costar) ont été incubées dans le 
milieu MEM complet auquel a été ajouté 50 jlg/ml d'acide ascorbique (Sigma), 5 mM 
de  glycérol-2-phosphate  (Sigma)  et  des  concentrations  croissantes  de  lysoPC.  Ce 
traitement a été répété 3 fois par semaine pendant 3 à 4 semaines. Les cultures ont 
ensuite été analvsées pour leur contenu en phosphatase alcaline (ALP) et en dépôts 
calciques. 
6.1.4 Dosage de la phosphatase alcaline(ALP) 
6.1.4.1 Préparation des échantillons et extraction d'ALP 
L'activité  de  la  phosphatase  alcaline  a  été  mesurée  suite  aux  traitements  de 
différenciation réalisés dans des plaques de 24 puits. Les cellules ont été lavées 2 fois 
avec  un  tampon  phosphate  (PBS)  froid  contenant  2. 7  mM de  KCl,  1.4  mM  de KH2P04,  1 mM de  CaCb,  0.5 mM de  MgCb,  140  mM de  NaCl  et  10  mM de 
Na2HP04, dont le pH est ajusté à 7.4. Les cellules de chaque puits ont été solubilisées 
dans 500  J.tl  de tampon de lyse ALP (1 00 mM de glycine, 1 mM de MgCb-6H20 , 1% 
Triton X-100, pH  10.5)  avec  agitation pendant une  heure  à  4·c. Par la suite, les 
échantillons ont été transférés dans des eppendorfs identifiés, puis conservés à -2o·c 
jusqu'au moment de l'analyse. 
6.1.4.2 Dosage de l'activité d'ALP 
Le  dosage  était effectué  dans  une  plaque  de  96  puits. Une  courbe  standard  de  p-
nitrophénol (PNP, Sigma) a été élaborée à chacun des dosages. Pour le dosage, 75  J.tl 
des  échantillons ont été  incubés  avec  75  J.tl  de  p-nitrophényl phosphate  disodium 
hexahydrate (PNPP, 12.5 mM, Sigma) pendant 15 à 30 minutes selon l'intensité de la 
coloration jaune. La réaction était arrêtée en ajoutant 100  J.tl de NaOH (1  M) par puits 
et la lecture de la densité optique était faite à 410 nm. Les résultats ont été normalisés 
en fonction de la quantité de protéines. 
6.1 .5 Dosage des protéines par microBCA 
Les dosages  de  protéines ont été effectués dans une plaque de  96 puits à l'aide des 
réactifs  microBCA  (Pierce,  Rockford,  USA)  selon  les  recommandations  du 
fournisseur. Une courbe étalon était élaborée à partir de  l'albumine sérique de bovin 
(BSA, Sigma) et les lectures d'absorbance ont été faites à 570 nm. 
6.1.6 Coloration des déoôts de calcium avec le rouge alizarine 
Afm d'établir l'effet de  la lysoPC sur la minéralisation de  la matrice extracellulaire 
suite  aux  traitements  de  différenciation,  l'évaluation  des  dépôts  de  calcium  a été 
réalisée par une coloration au rouge alizarine. Le milieu de traitement des cellules en 
culture dans une plaque de 24 puits a été retiré et les cellules MC3T3 ont été fixées 
avec 500  J..Ll  d'éthanol froid à 70% pendant 1 heure à 4°C avec agitation. Les cellules 
ont été lavées avec de 1' eau nano pure, puis exposées à 1 '  air pour le  séchage.  Par la 
suite,  250  J.tl  de  Rouge  Alizarine  S (2%,  Sigma)  a  été  ajouté  dans  chaque  puits t;q 
pendant 1 heure d'incubation à 37°C. Les cellules ont été par la suite rincées avec de 
1' eau nanopure  3  à  4  fois  pendant 5  minutes  et observées  au microscope  pour  la 
détection des dépôts calciques sous formes de taches rouges. 
6.1.7  La stimulation de  la production des  espèces  réactives  oxygénées 
(ROS) par la lysoPC 
Les cellules MG-63 ont été incubées avec des concentrations croissantes de lysoPC 
pour 2 heures. Après cela, les cellules ont été détachées des puits avec de la trypsine 
diluée  et l'activité  de  la trypsine  a  été  inhibée  par l'ajout de  milieu  DMEM/Fl2 
contenant  20  %  de  FBS.  Les  cellules  ont  été  transférées  dans  des  tubes,  puis 
centrifugées  à  une vitesse  de  1500  rpm  pendant  10  minutes.  Les  cellules  ont été 
marquées avec la sonde fluorescente 2',7' -dichlorofluorescein diacetate (DCDFA) 
(  4J..Lg/ml, molecular probes) pendant 10  minutes, puis analysées au cytofluoromètre 
avec une longueur d'onde d'excitation de 500 nm et d'émission mesurée à 530 nm. 
6.1.8 Approche statistique 
Les  expériences  ont été  répétées  au  moins  à  cinq  reprises  à  partir  des  cultures 
cellulaires de  différents  passages.  L'analyse des  résultats a été réalisée à l'aide du 
logiciel GraphPad Prism 4 en utilisant le test t de student ou le test d'  Anova suivant le 
tvoe d'expériences. 
6.2 Les résultats 
6.2.1  La production de ROS et son implication dans la cytotoxicité de la 
lysoPC 
Afm d'étudier l'effet de la LysoPC sur le  stress oxydatif, nous avons effectué des 
séries d'expériences visant à mesurer le niveau de  ROS suite à des traitements avec 
des concentrations croissantes de lysoPC. Nos résultats indiquent qu'une incubation 
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des cellules avec la lysoPC tend à augmenter la production de ROS (Figure 6.1 ). Nos 
résultats indiquent que la lysoPC induit la production de ROS et que cette stimulation 
augmente en fonction des concentrations croissantes de lysoPC. Afm de déterminer 
l'implication d'une production de ROS dans l'effet de la lysoPC sur la viabilité de la 
lignée ostéoblastique MG-63, les cellules ont été incubées  avec des concentrations 
croissantes de lysoPC (0 à 50 !lM) pendant 48 heures en présence de l'antioxydant N-
acetylcystéine (NAC), qui stimule la production du glutathion et neutralise les ROS 
(Wu et al., 2012). La figure 6.2 montre qu'une incubation avec la lysoPC en présence 
du NAC n'a aucun effet de protection contre la mortalité induite par la lysoPC (Figure 
6.2).  Afin  de  déterminer si  l'activation des  canaux TRPV  était  responsable  de  la 
mortalité  cellulaire  induite  par  la lysoPC,  les  cellules  ont  été  incubées  avec  des 
concentrations croissantes de lysoPC (0 à 50 !lM) pendant 48 heures en présence de 
RR, de RN1734 ou de tranilast,. La figure 6.3 montre que le RR (1 0!-LM) et le tranilast 
(1 OOf.lM)  assurent une protection contre l'effet toxique de  la lysoPC à partir 20!-LM 
alors que, avec RN (30!-LM), il n'y a pas de protection contre l'effet de la lysoPC. 
6.2.2 L'effet de la lysoPC sur la migration des cellules MG63 
La migration des  ostéoblastes  est importante pour la régénération du tissu osseux 
(Fuiita et al., 2004). L'étude de l'effet de la lvsoPC sur la migration nous permettra de 
mieux  comprendre  son  rôle  dans  la favorisation  de  l'ostéoporose.  Des  essais  de 
migration  ont  été  réalisés  afm  de  déterminer  l'influence  de  la  lysoPC  sur  cette 
fonction ostéoblastique. Les résultats montrent une absence d'effet de la lysoPC sur la 
migration cellulaire (Figure 6.4). 
6.2.3  L'effet  de  la lysoPC  sur  la différenciation  des  cellules  MC3T3 
immatures en des cellules ostéoblastiques matures 
La  différenciation  des  cellules  pré-ostéoblastiques  est  primordiale  pour  la 
régénération  du  tissu  osseux.  Suite  à  ce  processus,  les  cellules  ostéoblastiques 71 
matures expriment des marqueurs de différenciation comme la phosphatase alcaline. 
L'étude de l'effet de  la lysoPC sur la différenciation permettra de mieux comprendre 
le  rôle  des  facteurs  ath  érogènes  dans  le  développement  de  1  'ostéoporose.  Après 
l'incubation des cellules MC3T3 avec différentes concentrations de lysoPC pendant 3 
à 4  semaines, l'activité de  la phosphatase alcaline  a  été  évaluée.  Par  la suite,  les 
résultats ont été analysés et exprimés sous forme de ratio par rapport à la condition 
sans  la lysoPC.  Ainsi, les valeurs relatives pour les cellules non traitées et traitées 
sont fixées à  1.  On remarque, ainsi, une  absence d'effet de  la lysoPC (  5 J.!M  et 1  0 
J.!M)  sur l'activité de la phosphatase alcaline (Figure 6.5). Une autre approche a été 
utilisée afm de mettre en évidence l'effet de la lysoPC sur la minéralisation par une 
coloration avec le rouge alizarine. Cette expérience montre aussi une absence d'effet 
























Figure 6.1.  Fallah et al. 
** 
*  T 
T  T 
T 
10  15  20  30 
Lysopc (uM) 
Figure 6.1  Effet de la lysoPC sur la production de  ROS. Les cellules MG-63  ont été 
cultivées dans des plaques de  12 puits et incubées dans du milieu de culture seul (0) 
ou en présence de concentrations croissantes de la lysoPC pour 2 h. Par la suite, les 
cellules ont été incubées avec la sonde fluorescente DCDF  A et la fluorescence a été 
analysée par cytofluorométrie (test de Dunnett, *P < 0.05, **P < 0.01  comparé à la 
condition  sans  lysoPC).  Les  valeurs  sont  la  moyenne  ±  SEM de  la fluorescence 
relative comparée au contrôle sans lysoPC de 4 expériences indépendantes. ------------------------
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Figure 6.2.  Fallah et al. 
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Figure 6.2 Effet du NAC sur la cytotoxicité de  la lysoPC dans les cellules MG-63. 
Les cellules MG-63  ont été cultivées dans des plaques de 96 puits et incubées durant 
48h dans du milieu de culture seul (0) ou en présence des concentrations croissantes 
de  la lysoPC et en absence (0) ou en présence de NAC  lOmM et NAC  20mM. La 
viabilite cellulaire a été déterminée par des essais MTT. Les valeurs sont la moyenne 
±  SEM  de  l'activité  MTT  relative  à  la  condition  sans  lysoPC  de  3  expériences 
indépendantes. 74 
Figure 6.3.  Fallah et al. 
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Figure 6.3  Effets des inhibiteurs des canaux TRPV sur la cytotoxicité de la lysoPC 
dans les cellules MG-63. Les cellules MG-63 ont été cultivées dans des plaques de 96 
puits et incubées dans du milieu de culture seul (0) ou en présence des concentrations 
croissantes de la lysoPC et en absence (0) ou en présence de  RR (1 Of..lM), Tranilast 
(lOOf..lM), et RN 1734 (30f..lM). La viabilité cellulaire a été déterminée par des essais 
MTT. Les valeurs sont la moyenne± SEM de l'activité MIT relative à la condition 
sans lysoPC de 5 expériences indépendantes. 75 




"'  "' 
Figure 6.4 Effet de la lysoPC sur la migration des cellules MG-63. Les cellules MG-
63 ont été cultivées dans des plaques de 12 puits et incubées dans du milieu de culture 
seul (CTRL) ou en présence de 20 11M lysoPC pour 18 h. Le diagramme représente le 
pourcentage de migration des cellules MG-63. Les  valeurs sont la moyenne ± SEM 
du pourcentage de migration de 5 expériences indépendantes. QI 
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Figure 6.5.  Fallah et al. 
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Figure  6.5  Effet dè  la lysoPC  sur l'activité de  la phosphatase  alcaline  suite  à des 
traitements de  différenciation  ostéoblastique. Les  cellules MC3T3  ont été  cultivées 
dans  des  plaques de 24  puits et incubées dans  du  milieu de  culture seul  (0)  ou en 
présence de 5 !lM et 10 !lM de  lysoPC pendant 3 semaines suivant un traitement de 
differenciation  (T)  ou  sans  traitement  (NT).  Ensuite,  l'activité  de  la phosphatase 
alcaline a été mesurée pour les  cellules traitées et non traitées.  Les valeurs sont la 
moyenne± SEM de l'activité phosphatase relative au contrôle en absence de lysoPC 
de 3 expériences indépendantes. 77 
Figure 6.6.  Fallah et al. 
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Figure  6.6  Effet  de  la  lysoPC  sur  la  minéralisation  suite  à  des  traitements  de 
différenciation ostéoblastique. Les cellules MC3T3 ont été cultivées dans des plaques 
de 24 puits et incubées dans du milieu de culture seul (0) ou en présence de 5 J.!M et 
10 J.!M de lysoPC pendant 3 semaines suivant un traitement de differenciation (T) ou 
sans traitement (NT). Ensuite, la mineralisation a été révélée par la coloration rouge 
alizarine pour les cellules traitées et non traitées. Les valeurs sont la moyenne ±  SD 
de  la  minéralisation  relative  au  contrôle  en  absence  de  lysoPC  de  2  expériences 
indépendantes. 78 
7.  Discussion 
L'ostéoporose est une maladie qui se définit par une réduction de la masse osseuse et 
une  altération  de  l'architecture  osseuse,  ce  qui  s'accompagne  d'une  susceptibilité 
importante aux fractures (Masi et al., 2008). Les études épidémiologiques indiquent 
que  les  personnes  ayant  des  maladies  cardiovasculaires  comme  l'athérosclérose 
présentent aussi une densité minérale osseuse basse (Parhami et al., 2001; Recke et al, 
1999; Reyes-Garcia et al, 2011 ); les femmes présentant une densité osseuse basse ont 
une  augmentation  allant jusqu'à 40% des  maladies cardiovasculaires  ( Recke  et  al, 
1999;  Reyes-Garcia  et al,  2011)  Les  mécanismes  pathophysiologiques  qui  relient 
l'athérosclérose à l'ostéoporose sont encore peu comms (Stojanovic et al., 2011). Des 
études  ont  rapporté  que  l'hyperlipidémie  et  les  lipides  oxydés  inhibent  la 
diftërenciation ostéoblastique (Parhami et al., 2000). La lysoPC, un lipide dérivé de la 
dégradation de la phosphatidylcholine, est un composant libéré lors de l'oxydation des 
LDL.  Elle  perturbe  la fonction  de  la barrière  endothéliale  ainsi  que  son  intégrité 
(Mehta,  2005). La lysoPC  induit  un  influx  calcique  dans  les  monocytes  humains 
(Yun  et  al.,  2004).  La  lysoPC  inhibe  la  migration  des  cellules  endothéliales 
csscniiclle pour la restauration de l'intégrité artérielle après  une  blessure vasculaire 
suite à l'augmentation du calcium intracellulaire (Chaudhuri et al., 2003). En plus. nos 
études  précédentes  indiquent  que  les  LDL  oxydés  induisent  la  mort  des  celiules 
ostéoblastiques (Ha.rnel et al., 2008). 
Pour ces raisons, nous avons décidé d'étudier les mécanismes d'action de  la lysoPC 
sur les fonctions des ostéoblastes. Nos résultats montrent que la lysoPC induit la mort 
cellulaire des MG-63, suivant une réponse dépendante du temps d'incubation et de la 
concentration de  la lysoPC, selon deux modes: l'apoptose ct la nécrose. Puisque la 
mort des cellules par apoptose est souvent due à tme perte du contrôle homéostasique 
du  calcium,  nous  avons  déterminé  le  rôle  du  calcium  extracellulaire  dans  l'effet 
toxique de  la  lysoPC.  Nos  résultats montrent  que  la  mort cellulaire  induite par  la 79 
lysoPC  est  diminuée  quand  les  cellules  sont  incubées  dans  un  milieu  faible  en 
calcium.  De  plus,  le  RR,  un  inhibiteur  des  canaux  TRPV,  assure  une  certaine 
protection des cellules MG-63 contre l'effet toxique de la lysoPC, indiquant que ce 
dernier est associé en partie au calcium extracellulaire et à l'activation des canaux 
TRPV sur les ostéoblastes. Des mesures du calcium intracellulaires ont montré que 
l'ajout de 20  ).LM  de  la lysoPC, en absence du calcium extracellulaire, entraîne une 
augmentation de la fluorescence d'une ampleur de 2.3  fois. En absence de calcium 
extracellulaire, une telle augmentation de la fluorescence ne peut provenir que d'une 
libération d'ion des réserves intracellulaires, ce  qui  signifie que la lysoPC favorise 
une  mobilisation  du  calcium  de  ces  réserves.  En  effet,  la  lysoPC  assure  une 
mobiiisation  du  calciwn  intracellulaire  dans  les  neutrophiles  et  probablement  un 
influx (Khan et al. , 2010). Afin de déterminer quelle est l'origine du calcium lors de 
la  mobilisation  induite  par  la  lysoPC,  nous  avons  utilisé  un  traitement  avec  la 
Thapsigargine (TG), ce qui assure la déplétion du réticulum endoplasmique (RE) en 
calcium.  Suite à  l'ajout de  TG au milieu d'incubation en absence de  calcium, nous 
avons observé une augmentation de la fluorescence de 2.1 fois suivie d'un retour à un 
niveau basal ; ce retour de la fluorescence à un niveau basal con·espond à l'activité de 
différents  processus  qui  permettent  la rccapturc  du calcium par d'autres  organites 
intracellulaires  et  la  s01tie  du  calcium  vers  le  milieu  extracellulaire.  Ainsi,  en 
prétraitant les cellules avec la TG avant l'ajout de lysoPC, nous nous assurons que les 
réserves calciques du RE sont vides. En ~joutant la lysoPC après le traitement avec la 
TG,  nous  avons  observé  une  absence  de  mobilisation  calcique  provoquée  par  la 
lysoPC.  L'absence de mobilisation induite par la  lysoPC avec des cellules dont !es 
réserves du RE ont été vidées avec la TG indique bien que le calcium associ 'e à cette 
mobilisation provient du RE. 
Afin  d'élucider le  mécanisme par lequel  la lysoPC provoque  une  mobilisation de 
calcium,  nous  avons  préincubé  les  cellules  avec  le  U73122,  un  inhibiteur  de  la 
phospholipase  C,  avant  l'ajout de  la  lysoPC.  Nous  avons  constaté  une  inhibition 80 
totale de la mobilisation. Ceci nous laisse croire que la lysoPC se lie à un récepteur 
couplé  à  une protéine  Gaq  (Khan  et al., 2010)  qui  va activer  la phospholipase  C, 
présente  au  niveau  de  la membrane;  cette  dernière  va hydrolyser  le  PIP2  pour 
produire deux seconds messagers qui sont l'IP3  libéré dans le cytosol et le DAG qui 
restera lié à la membrane plasmique. 
L'IP3  va se lier avec son récepteur au niveau du RE pour assurer la mobilisation du 
calcium intracellulaire qui va réguler l'action des protéines kinases dépendantes du 
calcium  comme  la  calmoduline.  D'après  plusieurs  articles,  la  lysoPC  active  des 
canaux « transient receptor potential » comme les TRPV2 et les TRPCS/6 influençant 
plusieurs  fonctions  cellulaires  (Chaudhuri  et  al.,  2008;  Monet et  al. , 2009).  Afm 
d'identifier le type de canaux ioniques responsables de l'influx induit par la lysoPC, 
nous avons d'abord caractérisé nos inhibiteurs. Selon les précédents travaux  de notre 
laboratoire, la mobilisation du calcium du RE induite par la TG chez les cellules MG-
63  stimule l'ouverture de canaux TRPC (Abed et al., 2009). Suite à une stimulation 
avec la TG, nous avons observé que le Gd réduit complètement l'influx induit par la 
TG alors que le RR n'a aucun effet sur cet influx. Ainsi, nos résultats indiquent que le 
Gd est un bloqucur des canaux TRPC alors que le RR ne l'est pas. Celui-ci est connu 
dans la littérature comme un bloqueur des canaux TRPV (Jin et al., 2011). 
Ainsi  avec ces 2 inhibiteurs, nous étions en mesure d'associer l'influx induit par la 
lysoPC aux canaux TRPC ou TRPV. Nous avons alors préincubé les cellules avec le 
Gd pour 5 minutes, puis stimulé les cellules avec de la lysoPC. Dans ces conditions 
où les TRPC sont inhibés, l'ajout de lysoPC a encore une fois permis d'observer un 
influx.  Nous avons repris  le même type d'expérience en préincubant cette fois  les 
cellules avec du RR. Dans ces conditions, l'influx de calcium induit par la lysoPC a 
été inhibé à plus de 90%, ce qui indique que la lysoPC active des canaux TRPV. -------
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Par la suite, nous voulions déterminer si l'activation des canaux TRPV par la lysoPC 
jouait un rôle important dans l'induction de l'apoptose. La lysoPC  induit l'apoptose 
dans  les  cellules  endothéliales  humaines  après  48  h  de  traitement  en  activant  la 
caspase-3 (Park et al., 2010). Pour cela, nous avons réalisé des essais d'apoptose suite 
aux traitements avec des concentrations croissantes de la lysoPC. Lorsque les cellules 
sont en apoptose, la phosphatidylserine sera délocalisée vers le feuillet externe de la 
membrane plasmique permettant ainsi  la liaison de  l'annexine V. Toutefois lors de 
l'apoptose,  l'intégrité  membranaire  est  conservée  ce  qui  exclut le  marquage  avec 
l'iodure de propidium (PI). Alors que lors de la nécrose, la membrane sera perforée et 
le PI va entrer dans la cellule et se complexer avec l'ADN. 
Nos  expériences  montrent  que  la  lysoPC  stimule  l'apoptose.  L'apoptose  est  un 
processus programmé, actif qui  elimine les vieilles cellules, et qui est associé à une 
dégradation de l'ADN. Elle peut être induite par un stimulus extracellulaire comme le 
traitement avec la lysoPC (Best et al. , 1999). Egalement, nos résultats indiquent que 
la lysoPC stimule la nécrose en agissant comme un détergeant perforant la membrane 
à de hautes concentrations (Colles & Chisolm, 2000). En présence de RR, l'apoptose 
induite par la lysoPC était diminuée. Ce qui suggère que les canaux TRPV, activés 
par la lysoPC, jouent un rôle dans l'induction de l'apoptose. Au contraire, la nécrose, 
un processus désordonné, n'est pas réduite suite aux traitements avec le RR. Parmi les 
membres  de  la  famille  des  canaux  TRPV,  nos  expériences  de  RT-PCR  et 
d'immunolocalisation montrent que les canaux TRPV2 et TRPV 4 sont exprimés dans 
les  cellules  MG-63,  et  sont  localisés  au  niveau  de  la  membrane  plasmique. Pour 
identifier lequel des  canaux TRPV2 ou TRPV 4 était impliqué dans les mécanismes 
d'action  de  la lysoPC,  nous  avons  fait  des  expériences  de  MTT  en  incubant  les 
cellules préalablement avec le tranilast et le RN-1734. 
Nous avons  observé en présence de  l'inhibiteur des  canaux TRPV2 une protection 
des cellules MG-63 semblable à la protection qui est amenée par le RR, suggérant que 82 
le canal TRPV2 est celui qui est impliqué dans la cytotoxicité de la lysoPC. Le RN-
1734 n'avait aucun effet sur la cytotoxicité de  la lysoPC.  Ceci est en accord avec 
d'autres publications indiquant que la lysoPC active le canal TRPV2 (Monet et al. , 
2009). Afin de connaître davantage le mécanisme d'action de la lysoPC, nous avons 
étudié la production de  ROS. Après 2 heures de traitement avec les concentrations 
croissantes de la lysoPC, la production du ROS devient significative à partir de 20!-LM 
chez  les  cellules  MG-63.  Ainsi,  nous  avons  incubé les  cellules  MG-63  avec  des 
concentrations  croissantes  de  la  lysoPC  en  présence  de  l'antioxydant  NAC.  Nos 
résultats  n'ont montré  aucune  protection de  la  part  du  NAC  envers  l'effet  de  la 
lysoPC  montrant  ainsi  que  l'apoptose  amenée  par  la  lysoPC  n'est  pas  liée  à  la 
production du ROS par les cellules. 
La production normale de  ROS  dans la cellule est équilibrée par leur production et 
leur élimination. Ainsi, à l'état normal  de  la cellule, la balance redox est équilibrée 
grâce  à  des  molécules  antioxydants  ayant  un  poids  moléculaire  faible  comme  le 
glutathion (Finkel, 2011).  D'autres études ont montré la production de  ROS par la 
lysoPC (Schilling &  Eder, 2010b). La lysoPC induit la production du  ROS  par les 
cellules  microgliales  et joue un  rôle  important  dans  la pathogenèse  des  maladies 
neure-dégénératives  et ceci  via l'activité  de  la nicotinamide  adénine  dinucléotide 
phosphate oxydase (NADPH oxydase). Dans les cellules microgliales, l'inhibition des 
canaux  TRPVl  diminuent  complètement  la  production  du  ROS  stimulée  par  la 
lysoPC (Schilling &  Eder, 2010b).  Dans les cellules MG-63,  la lysoPC  stimule  la 
production du ROS.  Le traitement avec  la vitamine E n'amène pas  à  la protection 
contre l'effet toxique de  la lysoPC (résultats non publiés), ce  qui nous laisse croire 
que la production du ROS n'est pas associée à la mortalité  Nous avons aussi étudié 
l'effet de la lysoPC sur la différenciation et la migration des cellules ostéoblastiques 
MG-63. Les lipoprotéines de faible densité faiblement oxydées (MM-LDL) inhibent 
la  différenciation  ostéoblastique  des  cellules  mésenchymateuses  ostéoprogénitrices 
murines M2-1 OB4 et favorisent leur différenciation en des adipocytes ; ce qui cause 83 
une  diminution  de  la  minéralisation  de  la  masse  osseuse,  de  l'activité  de  la 
phosphatase alcaline et de l'expression génique du collagène 1 (Parhami et al., 1999). 
Suite aux traitements de différenciation en présence de concentrations croissantes de 
lysoPC n'ayant pas d'effet sur la viabilité cellulaire, nous n'avons observé aucun effet 
sur  l'activité  de  la phosphatase  alcaline,  un  marqueur  de  différenciation  Donc,  la 
lysoPC,  libéré  lors  de  l'oxydation  des  LDL,  n'agit  pas  sur  la  differenciation  des 
cellules  MC3T3 ..  La cause  peut  être  la constitution entre  les  LDL  oxydées  et  la 
lysoPC.  De  plus,  les  M2-1 OB4  sont  des  cellules  mésenchymateuses  qui  ont  le 
potentiel de  se  differencier en ostéoblastes. Ainsi les cellules M2-l OB4  sont moins 
différencier  que  les  cellules  MC3T3.  La différence  du  modèle  cellulaire peut être 
aussi une des causes de  l'absence de  l'effet de  la lysoPC  sur la différenciation des 
MC3T3.  La coloration des  dépôts  de  calcium  associés  à la minéralisation avec  le 
rouge alizarine montre qu'il n'y a pas d'effet significatif suite aux traitements avec la 
lysoPC. 
Donc, la lysoPC  n'affecte pas  la différenciation cellulaire des  cellules  MC3T3.  La 
migration  des  cellules  ostéoblastiques  est  importante  pour  la  réparation  des  sites 
résorbés  par les  ostéoclastes.  Leur  migration  est  régulée  par  différentes  protéines 
comme les intégrines qui  sont responsables de  l'adhésion (Koch et al., 2011). Nous 
avons donc décidé d'étudier l'effet de la lysoPC sur la nligration des cellules MG-63. 
Après des traitements de  18 h avec une concentration de 20J.!M,  la lysoPC n'entraîne 
pas un effet significatif sur la migration des cellules. 84 
Conclusion 
La  lysoPC  est  un  lipide  libéré  lors  de  l'oxydation  des  LDL  ou  suite  à  la 
modification  enzymatique  par  la phospholipase  A2.  Ainsi,  la  lysoPC  comme 
facteur athérogénique pourrait contribuer au développement de l'ostéoporose. Nos 
résultats indiquent que la lysoPC affecte la viabilité cellulaire des cellules MG-63 
en causant l'apoptose. De plus, nos travaux ont montré que la lysoPC provoque 
une  mobilisation  du  calcium  intracellulaire  du  RE  et  un  influx  calcique  en 
stimulant les canaux TRPV2. En réduisant la concentration en calcium du milieu 
d'incubation, la mortalité induite par la lysoPC est diminuée. De plus, l'inhibiteur 
des canaux TRPV, le RR, et l'inhibiteur des canaux TRPV2, le tranilast, offrent 
une protection contre la cytotoxicité induite par la lysoPC.  Ainsi,  nos  résultats 
indiquent l'implication des canaux TRPV2 dans l'effet néfaste de la lysoPC sur la 
viabilité  des  cellules  MG-63.  Bien que  nos  analyses  indiquent que  la lysoPC 
stimule la production de ROS, l'effet de  la lysoPC sur la viabilité des cellules 
MG-63 est indépendant de la production du ROS. Nos travaux indiquent aussi que 
la  lysoPC  n'affecte  pas  la  migration,  ni  la  différenciation  des  cellules 
ostéoblastiques. 
Les  ostéoblastes  sont  les  cellules  formatrices  du  tissu  osseux.  Ainsi,  toute 
altération au niveau de leur viabilité et de  leurs fonctions  est à même d'altérer 
l'équilibre du remodelage osseux, qui est la résultante d'un travail coopératif entre 
les ostéoclastes et les ostéoblastes. Nos résultats indiquent que la lysoPC diminue 
la  viabilité  cellulaire  des  ostéoblastes  en  induisant  l'apoptose  suite  à  une 
activation des canaux TRPV, ils sont en accord avec les études précédentes qui 
rapportaient une diminution de la formation du tissu osseux par des  conditions 
athérogéniques.  Ainsi  ,  dans  ces  conditions,  la  densité  osseuse  et  la 
microarchitecture  osseuse  présenteront  une  porosité  importante.  Tout  cela va 
favoriser la formation de l'ostéoporose puisqu'il y a atteinte directe de la survie 85 
des  cellules  ostéoblastiques  par  la  lysoPC.  Donc,  nos  résultats  appuient 
l'hypothèse que la lysoPC favorise le développement de l'ostéoporose. Rfl 
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